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1.1 Síntomas y diagnóstico. Problemas asociados 
 
El concepto de esquizofrenia como enfermedad es bastante reciente, de finales 
del siglo XIX, y hace referencia a personas que presentan un conjunto muy variado de 
síntomas entre los que predominan una alteración de la afectividad, del 
comportamiento social, de la percepción de la realidad, del flujo y asociación de los 
pensamientos y aparición de brotes psicóticos. El fenotipo englobado bajo esta entidad 
clínica es muy heterogéneo: los síntomas que sufre un mismo paciente pueden variar a 
lo largo de toda su vida y varían también entre diferentes individuos, de modo que dos 
pacientes diagnosticados como esquizofrénicos pueden no tener ningún síntoma en 
común. Además, estos síntomas pueden presentarse también en otros trastornos 
mentales considerados diferentes tales como el trastorno esquizotípico, el trastorno 
bipolar o el autismo.  
Desde su definición, el diagnóstico de la enfermedad se ha basado únicamente 
en observaciones clínicas del estado mental del afectado ya que, aun habiendo sido 
extensamente estudiada, todavía no se ha encontrado su origen ni ningún marcador 
biológico que caracterice particularmente a los pacientes, por lo que no se han podido 
desarrollar pruebas clínicas objetivas. Esto, unido a la enorme heterogeneidad 
fenotípica, da lugar a que aunque desde su descripción la enfermedad haya constituido 
una entidad clínica única, su definición y límites hayan variado, y varían, en función 
de los criterios empleados para su diagnóstico. En este sentido, para tratar de unificar 
los criterios y lograr un diagnóstico homogéneo se han ido elaborando manuales para 
el empleo universal, aplicables por todos los psiquiatras del mundo, que tratan de 
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recoger los síntomas que mejor definen a la enfermedad. Estos manuales se van 
actualizando y mejorando a medida que pasan los años. En este momento los criterios 
de referencia que se emplean con más frecuencia son los definidos en la versión cuarta 
del Manual Diagnóstico y Estadístico de los Trastornos Mentales de la Sociedad 
Americana de Psiquiatría (DMS-IV; American  Psychiatric  Association  Diagnostic 
and Statistical Manual of Mental Disorders, 2002), y la décima revisión de la 
Clasificación Internacional de Enfermedades de la Organización Mundial de la Salud 
(ICD-10; World Health Organization, 1992), y el diagnóstico se basa en una 
exploración psicopatológica, una entrevista semi-estructurada del paciente y si es 
posible de su familia y en su historia clínica.  
La definición actual de esquizofrenia recogida en estos manuales deriva 
principalmente de las aportaciones de tres autores: la cronicidad de Kraepelin 
(persistencia de algunos de los síntomas en el tiempo), los síntomas negativos y 
afectivos que destacó Bleuer, y los síntomas positivos de Schneiderian (Andreasen, 
2007). A continuación se describen algunos de los síntomas que aparecen en los 
pacientes (Tandom 2008): 
Síntomas positivos: se refieren a aquellos que son una exacerbación de 
elementos psíquicos normales, o bien elementos que no existen en otras personas. 
Constituyen lo que en general se conoce como “psicosis”: percepción errónea de la 
realidad, alucinaciones, ideas delirantes (persecución, sustitución de la personalidad, 
transmisión de pensamientos…) y otras distorsiones con un convencimiento psicótico 
de que “su” realidad es la de todos. Son los síntomas más llamativos, pero no 
caracterizan particularmente a los pacientes esquizofrénicos ya que no siempre están 
presentes y muchos de ellos pueden aparecer en otras patologías, por ejemplo en la 
demencia de diversos orígenes, en el trastorno bipolar o en el alcoholismo (Carpenter, 
2011).  
Síntomas negativos: aquellos relacionados con rasgos de personalidad presentes 
en personas sanas pero ausentes o alterados en pacientes: aplanamiento afectivo, falta 
de empatía, abulia, retraimientos emocional y social, apatía, pasividad, falta de 
espontaneidad, anhedonia, alogia… 
Síntomas cognitivos:  relacionados con déficits de atención y de memoria a corto 
plazo (memoria de trabajo, un tipo de memoria a corto plazo que permite manejar 
temporalmente información necesaria para realizar una tarea), déficit en el 
procesamiento de la información, alteración en las funciones ejecutivas (procesos 
mentales que permiten responder y adaptarse de modo apropiado al entorno), trastorno 
asociativo, dificultad para elaborar nuevas ideas, dificultad de aprendizaje, problemas 
para concentrarse, priorizar, ordenar… Estos síntomas sí caracterizan de modo más 
general a las personas esquizofrénicas ya que, a diferencia de otros síntomas, están 
generalmente presentes en todos los pacientes y durante toda su vida y suelen aparecer 
ya alrededor de los 6-14 años (Carpenter, 2011). 
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Otros síntomas importantes son conducta y discurso desorganizados, 
pensamiento desordenado, limitación en la fluidez y en la productividad del discurso y 
del pensamiento, desesperanza, ideas e intentos suicidas, estados catatónicos… 
Síntomas menos obvios son el aislamiento social (evitar el contacto con familiares, 
amigos y otras personas) o la conducta hostil o impulsiva. 
Los manuales para el diagnóstico diferencian además subtipos de la enfermedad 
en base a los síntomas que predominan. Así, el DSM-IV reconoce cinco tipos de 
esquizofrenia: paranoide, desorganizado, catatónico, indiferenciado y residual, y el 
ICD-10 contempla nueve clases: paranoide, hebefrénica, catatónica, indiferenciada, 
post-esquizofrenia, residual, simple y las denominadas otras esquizofrenias y 
esquizofrenia no especificada. Sin embargo, dada la riqueza sintomática de cada 
paciente y el hecho de que los síntomas varíen a lo largo de su vida, es difícil asignar a 
cada enfermo una única categoría y un mismo individuo puede pasar por diferentes 
“tipos de esquizofrenia” en el curso de su enfermedad. En relación a esto, se ha 
sugerido que en la próxima actualización del DSM se eliminen estas categorías (web: 
http://www.dsm5.org). 
Esta variabilidad sintomática y el diferente grado en que los síntomas se 
manifiestan en cada persona hacen que no se pueda hablar de un cuadro típico de 
esquizofrenia, lo que dificulta su diagnóstico precoz y posterior tratamiento. Además, 
como hemos comentado, la esquizofrenia comparte rasgos clínicos con un amplio 
rango de enfermedades mentales, como el trastorno bipolar, el trastorno 
esquizoafectivo o el autismo (Siever y Davis, 2004). Esto hace que, en algunos casos, 
resulte difícil establecer un diagnóstico específico con certeza y sea necesario recurrir 
a más de una categoría diagnóstica para describir el fenotipo de una persona (Krueger, 
1999). Otro aspecto importante es que existe inestabilidad diagnóstica de los trastornos 
psiquiátricos sobre todo en etapas tempranas de la enfermedad; por ejemplo, se ha 
estimado que en torno al 25% de los pacientes diagnosticados de esquizofrenia 
cambian el diagnóstico a otro, entre ellos, desorden esquizoafectivo (Haahr et al., 
2008; Salvatore et al., 2009). 
Este aparente caos sintomático, secundado desde el comienzo de los estudios 
genéticos de la enfermedad por la identificación de factores genéticos de 
vulnerabilidad compartidos entre diferentes categorías diagnósticas mentales, plantea 
un problema a la hora de entender las enfermedades mentales como categorías 
biológicas diferenciadas, con causas, síntomas y consecuencias específicas, y existe un 
sentimiento general, sobre todo desde el punto de vista de los que abordan la 
enfermedad desde la genética, de que la actual división categórica de estos trastornos 
debería ser reconsiderada. Así, se ha sugerido que sería más adecuado entender las 
enfermedades mentales como un continuo, con solapamiento entre ellas, tanto a nivel 
fenotípico como en origen (con causas comunes a varias de estas enfermedades y otras 
específicas de cada una). El continuo no estaría restringido a síndromes psicóticos o 
psiquiátricos (Gejman et al., 2011; Owen et al., 2011). Este punto de vista es 
controvertido. Una opinión contraria a éste puede verse, por ejemplo, en Lawrie et al 
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(Lawrie et al., 2010), artículo en el que se considera que la hipótesis del continuo para 
las enfermedades mentales no tiene base científica suficiente y que sería difícilmente 
incorporable desde el punto de vista de la práctica clínica. 
 
 
1.2 Curso de la enfermedad 
 
La enfermedad suele manifestarse de manera clara en la adolescencia o inicio de 
la edad adulta, cuando aparece el primer síntoma psicótico (Messias et al., 2007), pero 
esto puede ir precedido por meses o incluso años de deterioro cognitivo y alteraciones 
afectivas y sociales menos evidentes, que pueden ser casi imperceptibles (Carpenter, 
2011; Hafner et al., 1992). De hecho, diversos autores entienden que la esquizofrenia 
se desarrolla progresivamente en tres etapas psicopatológicas que se corresponden con 
distintas fases clínicas: etapa de desarrollo neuronal, que incluiría la fase premórbida, 
durante la gestación e infancia; etapa neuroplástica, que incluiría la fase prodrómica 
(que precede a la enfermedad, que anuncian la llegada de la enfermedad), a partir de la 
pubertad, y la fase de manifestación de la enfermedad y deterioro posterior; y etapa 
neuroprogresiva, que sería una fase de mayor deterioro y consolidación crónica 
(Lieberman et al., 2001). De acuerdo con esto, estudios en individuos de alto riesgo 
sugieren que múltiples factores premórbidos relacionados con complicaciones pre y 
perinatales, o disfunciones cognitivas, motoras o sociales durante la infancia se 
asocian con la posterior aparición de la enfermedad (Lieberman, 2006). Asimismo, se 
observa un mantenimiento o refuerzo de estas disfunciones en la fase prodrómica, en 
la que pueden aparecer además síntomas positivos atenuados (ilusiones, pensamientos 
mágicos, supersticiones), síntomas cognitivos (dificultad para la concentración), 
alteraciones del estado de ánimo (ansiedad, disforia, irritabilidad), aislamiento social o 
comportamientos obsesivos que interrumpen la vida normal del individuo (Addington et 
al., 2007). De todos modos, estos síntomas premórbidos y prodrómicos no dejan de ser 
muy inespecíficos, pues aparecen también en un amplio rango de alteraciones del 
comportamiento en personas que posteriormente no desarrollan esquizofrenia, por lo 
que, aunque se consideren, no tienen valor predictivo o diagnóstico.  
Existen diferencias entre hombres y mujeres en cuanto a la manifestación de la 
enfermedad (Hafner, 2003; Salem y Kring, 1998). Por ejemplo, en los hombres la 
distribución de la edad en la que la enfermedad se muestra de manera clara presenta un 
único pico entre los 15 y 25 años y disminuye progresivamente (Hafner, 2003), 
mientras que en las mujeres los síntomas psicóticos suelen aparecer más tarde y la 
edad de aparición sigue una distribución bimodal, con un segundo pico agudo entre los 
45 y 50 años, coincidiendo con la menopausia (Leung y Chue, 2000; Messias et al., 
2007; Riecher-Rossler y Hafner, 2000). Otra diferencia es que los hombres con 
frecuencia sufren síntomas más severos que las mujeres (Leung y Chue, 2000).  
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La evolución de la enfermedad en cada paciente es variable. Una proporción de 
las personas que sufren un brote psicótico se recuperan y no vuelven a sufrir otra 
crisis, pudiendo llevar una vida normal. Otras personas tienen varios episodios de 
psicosis en el transcurso de su vida, con remisión parcial o total, y entre dichos 
períodos es posible que puedan llevar una vida más o menos normal. En el caso más 
grave los pacientes evolucionan hacia una esquizofrenia "crónica", que se manifiesta 
de forma continua o recurrente, haciendo que las personas permanezcan absolutamente 
incapacitadas por la enfermedad, viviendo un estado psicótico continuo y dando lugar 
a una enorme carga familiar (Walker et al., 2004). Muchos de estos pacientes sufren 
un deterioro progresivo en sus síntomas asociado a la resistencia al tratamiento. 
En general, la enfermedad se asocia a una marcada reducción en las funciones 
sociales y laborales, con dificultad para mantener conductas motivadas y dirigidas 
hacia metas concretas, por lo que resulta una patología muy incapacitante. Existe una 
tasa muy elevada de desempleo entre las personas esquizofrénicas que implica una 
dependencia económica que aumenta el estrés de estas personas y empeora su 
integración social (Bartley, 1994). 
 
 
1.3 Aspectos epidemiológicos 
 
La esquizofrenia es un enfermedad presente en todas las poblaciones y culturas 
del mundo que afecta aproximadamente al 0,72% de la población general, aunque esta 
cifra varía en función de diferentes factores (McGrath et al., 2008). Por ejemplo, la 
enfermedad es más frecuente en hombres que en mujeres (1,4:1) (McGrath et al., 
2008). Otro factor que influye es la latitud, pues se ha visto que países de mayor 
latitud muestran una mayor prevalencia de la enfermedad (Saha et al., 2006); dentro de 
un mismo país varía además en función de diferentes factores psicosociales como la 
condición de emigrante, pertenecer a un grupo minoritario o a clases sociales 
desfavorecidas, crecimiento en un entorno urbano, traumas infantiles, el abuso de 
drogas como el cannabis, o el estado civil, predominando el porcentaje de solteros y 
separados (Cantor-Graae y Selten, 2005; Fearon et al., 2006). Algunos autores han 
sugerido que esta diferente prevalencia podría responder a que una exposición a estos 
factores durante determinados periodos sensibles podría tener un impacto en el 
desarrollo del cerebro “social” del individuo, incrementando el estrés y precipitando la 
aparición de la enfermedad en una persona vulnerable (van Os et al., 2010). Sin 
embargo, no en todos los casos se puede definir en qué sentido se establece la relación 
causa efecto, en caso de que exista, ya que la situación desestructurada podría ser 
provocada por el propio trastorno (Cooper, 2005; Saha et al., 2005; Sullivan, 2005). 
Otros factores observados que parecen aumentar el riesgo a desarrollar la 
enfermedad son complicaciones severas durante la gestación, el parto y 
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complicaciones perinatales, entre las que se encuentran una nutrición insuficiente, 
infección materna durante el embarazo, hipoxia, daño cerebral en el feto, diabetes 
materna, estación en la que se nace (relacionado con infecciones prenatales con 
incidencia diferente en cada época del año: gripe, rubéola, toxoplasmosis) (Brown, 
2011) y edad avanzada del padre (Torrey et al., 2009). Como se verá más adelante, 
estas observaciones han contribuido a la formulación de la hipótesis del 
neurodesarrollo como origen de la enfermedad. 
Es posible que el efecto de estos factores ambientales modifique el fenotipo a 
través de la regulación de la expresión génica, es decir, a través de mecanismos 
epigenéticos, aunque por el momento, debido a dificultades metodológicas, el papel de 
la epigenética no se ha confirmado (Kaminsky et al., 2009; Roth et al., 2009). 
De todos modos, el efecto individual de estos factores de riesgo es moderado y 
en ningún caso determinante y ninguno de ellos predispone tanto como tener un 
familiar de primer grado con la enfermedad, lo que sitúa a los factores genéticos como 
causa principal de esquizofrenia. 
La tasa de mortalidad de individuos esquizofrénicos es entre 2 y 3 veces mayor 
que la de la población general (McGrath et al., 2008) causando más muertes 
prematuras que otras enfermedades como el cáncer o la muerte física (van Os y Kapur, 
2009). Este incremento se debe, entre otros factores, a una elevada tasa de suicidio: el 
5% de los pacientes se suicidan, sobre todo hombres, en las primeras fases de la 
enfermedad (Palmer et al., 2005). Otras causas que contribuyen a aumentar la 
mortalidad son, por ejemplo, complicaciones cardiovasculares en edades más 
avanzadas, dieta pobre, poco ejercicio, obesidad o el tabaco (el 80% de los pacientes 
son fumadores, un porcentaje entre dos y tres veces mayor que en la población 
general) (Batel, 2000; Saha et al., 2007). Muchas de estas complicaciones están 
relacionadas con el propio tratamiento. 
La enfermedad está asociada también a una fertilidad reducida (con una tasa de 
fertilidad del 39,95%), especialmente en hombres, que responde a la falta de 
integración social y a la tendencia a la soledad característica de las personas 
esquizofrénicas que hace que, en general, tengan dificultad para encontrar pareja y en 





Las primeras moléculas con efecto antipsicótico se descubrieron en los años 60 
de forma accidental, al administrar un fármaco que se empleaba en cirugía como 
anestésico a un paciente esquizofrénico en estado maníaco y ver que se reducían sus 
síntomas positivos. Este descubrimiento supuso una revolución en la psiquiatría y una 
gran ayuda para las personas enfermas que hasta ese momento no contaban con ningún 
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tratamiento y generalmente vivían estigmatizadas, recluidas en manicomios y 
apartadas de la sociedad (Tandon et al., 2010). Este tipo de fármacos, actualmente 
llamados antipsicóticos típicos o de primera generación y entre los que se encuentran 
la clorpromazima y el haloperidol, ejercen su acción bloqueando los receptores de 
dopamina D2, y esta acción está estrechamente relacionada con la respuesta 
antipsicótica, limitando la aparición de síntomas positivos y de desorganización. Estas 
primeras moléculas presentaban una serie de problemas ya que no eran efectivas en 
todos los pacientes, no eran efectivas frente a otro tipo de síntomas como los negativos 
o cognitivos (asociados a un alto grado de incapacidad en los pacientes) y además 
generaban importantes efectos secundarios, como los efectos extrapiramidales, entre 
ellos acatisia, parkinsonismo, distonía o discinesia tardía. 
Para intentar resolver estos problemas se desarrollaron nuevos antipsicóticos. El 
primero de ellos fue la clozapina, que apareció a finales de los años 60 (Tandon et al., 
2010). El fármaco era muy eficaz contra los síntomas positivos y no causaba efectos 
extrapiramidales, pero generaba otros efectos secundarios muy graves, como la 
agranulocitosis, por lo que su uso fue limitado (Tandon et al., 2010). A pesar de esto, 
el hecho de que no provocase efectos extrapiramidales generó un gran optimismo en 
cuanto a las posibilidades de mejora del tratamiento de la psicosis y motivó la síntesis 
de nuevos fármacos con perfil farmacodinámico similar al de la clozapina, que 
bloqueaba los receptores serotoninérgicos 5-HT2A. De esta forma surgieron a partir de 
los años 90 nuevos antipsicóticos, atípicos o de segunda generación.  
Así, actualmente existen unos 51 antipsicóticos de primera generación y 13 de 
segunda generación. Todos ellos ejercen su acción principal mediante el bloqueo de 
los receptores D2 de la dopamina y esta acción se asocia directamente con la respuesta 
antipsicótica. La mayor parte de ellos intervienen además en otros sistemas de 
neurotransmisión como el serotoninérgico, adrenérgico o muscarínico. El estudio 
CATIE, en el que se siguió durante más de 18 meses a 1.493 pacientes (Lieberman et 
al., 2005) demostró que, a pesar de lo que se pensaba inicialmente, no existen grandes 
diferencias en cuanto a eficacia entre los tratamientos antipsicóticos de primera y 
segunda generación. En todo caso, para un mismo grado de reducción de síntomas 
positivos, los antipsicóticos de segunda generación pueden presentar un menor riesgo 
de aparición de efectos extrapiramidales -asociado a su característico bloqueo del 
receptor serotoninérgico- y un mayor riesgo de aparición de efectos metabólicos 
adversos, aunque la diferencia no es significativa y existe una gran heterogeneidad 
respecto a estos efectos en cada clase (Tandon et al., 2010). En general, ningún 
antipsicótico es muy efectivo frente a síntomas negativos o cognitivos, y todos están 
asociados a la aparición de efectos secundarios importantes a diferentes niveles, 
extrapiramidal, cardiovascular, hematológico, genito-urinario, disfuncionalidad sexual, 
endocrino o metabólico, entre otros, diferenciándose cada uno de los 64 fármacos en 
su propensión a causar dichos efectos (Tandon et al., 2010). Todos estos problemas 
provocan que muchos pacientes no sigan de manera adecuada la medicación o la 
abandonen de manera brusca, aumentando el riesgo de una crisis psicótica aguda 
(Lieberman et al., 2005). 
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El tratamiento actual de un paciente suele consistir en una combinación de 
antipsicóticos y de otro tipo de fármacos, pero cada paciente necesita una combinación 
concreta a una dosis determinada y cada uno desarrolla efectos secundarios variables. 
Esto hace que la dinámica para conseguir un tratamiento eficaz para cada paciente 
resulte un trabajo muy laborioso, basado en el “ensayo y error”, que supone hacer un 
seguimiento exhaustivo de cada paciente y modificar la medicación y la dosis a 
medida que evoluciona la enfermedad. De todos modos, este tratamiento no cura la 
enfermedad, por lo que ésta puede alargarse durante toda la vida del paciente.  
Además del tratamiento químico es muy importante la terapia psico-social para 
favorecer un mejor pronóstico de la enfermedad, reducir el número de recaídas y 
ayudar a las personas a convivir con su enfermedad y entenderla (van Os y Kapur, 
2009). Las terapias de rehabilitación -individualizadas y en grupo-, los grupos de 
autoayuda, la educación familiar y la inserción laboral con remuneración ayudan 
enormemente a los pacientes a sobrellevar su enfermedad y evitan su estigmatización. 
En cualquier caso existe una necesidad inmediata de encontrar nuevos 
tratamientos, pero sin entender las causas y la biología de la enfermedad, la capacidad 
para desarrollar tratamientos efectivos o de tomar medidas de prevención es muy 
limitada, por lo que cualquier avance en la biología molecular de la enfermedad 
permitiría mejorar la eficacia de los tratamientos.  
 
 
1.5 Hipótesis sobre el origen y el desarrollo de la 
enfermedad 
 
1.5.1 Sistemas de neurotransmisores 
 
Las primeras hipótesis científicas que intentaron concretar el origen de la 
enfermedad se basaban en el mecanismo de acción de los antipsicóticos o de otras 
drogas cuyo consumo daba lugar a síntomas observados en pacientes. Una de las 
primeras hipótesis formuladas fue la hipótesis dopaminérgica, que surgió al ver que la 
eficacia de los fármacos antipsicóticos de primera generación era proporcional a su 
capacidad para bloquear los receptores de la dopamina. Esta teoría sugería que la 
enfermedad podría estar causada por una hiperactividad dopaminérgica generalizada 
(Seeman y Lee, 1975). Posteriormente, esta hipótesis se reformuló en base a nuevos 
hallazgos y actualmente se considera que existe un desequilibrio en el sistema 
dopaminérgico en determinadas regiones del cerebro: habría un nivel elevado de 
dopamina a nivel subcortical mediada por los receptores D2 de la dopamina, que sería 
el responsable de los síntomas positivos de la enfermedad, y niveles más bajos en otras 
regiones, como la corteza prefrontal, relacionado con los receptores D1, que darían 
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lugar a síntomas negativos (Pani, 2002). Otro hecho que respalda la hipótesis es que el 
consumo de drogas psicotrópicas, como las anfetaminas o la cocaína, que aumentan la 
liberación de dopamina, da lugar a cuadros psicóticos similares a los de la 
esquizofrenia en personas sanas.  
El estudio del mecanismo de acción de la clozapina y de otros antipsicóticos de 
segunda generación mostró que estas moléculas tenían afinidad por receptores de la 
serotonina. Esta observación hizo pensar que la alteración de este sistema podría 
intervenir en la aparición de la enfermedad, formulándose la hipótesis serotoninérgica. 
Un hecho que respalda esta hipótesis es que el consumo de drogas que intervienen en 
este sistema, como el LSD (dietilamida del ácido lisérgico), un agonista del receptor 
de la serotonina, da lugar a alucinaciones y cuadros psicóticos (Geyer y Vollenweider, 
2008). 
Por último, la hipótesis hipoglutamatérgica surgió directamente del estudio del 
mecanismo de acción de diferentes drogas que administradas a bajas dosis en personas 
normales daban lugar a la aparición de síntomas concretos observados en pacientes 
esquizofrénicos, como síntomas negativos, discapacidad cognitiva y alteraciones 
psicológicas (Lahti et al., 2001). Estas drogas son antagonistas del receptor N-metil-D-
aspartato (NMDA) del glutamato, lo que llevó a postular en un primer momento que la 
hipofunción del receptor podría relacionarse con ciertos síntomas de la enfermedad 
(Coyle, 2006). Posteriormente se perfiló la hipótesis y actualmente se sugiere que 
podría existir un desequilibrio del sistema glutamatérgico, sobre todo en regiones 
frontales, que daría lugar en última instancia a la alteración del sistema 
dopaminérgico. Se ha observado, además, que agentes moduladores del receptor 
NMDA reducen en alguna medida síntomas cognitivos de la enfermedad (Insel, 2010). 
Estas hipótesis no son excluyentes, de hecho hay evidencias que las relacionan. 
Así, se ha demostrado que los receptores del glutamato y la dopamina están 
funcionalmente asociados mediante complejos, particularmente mediante proteínas 
estructurales (Yao et al., 2008; Zhang et al., 2007a). También se ha visto la formación 
de complejos funcionales entre los receptores de la serotonina y el receptor 
metabotrópico del glutamato en la corteza del cerebro, y que la desregulación de este 
complejo puede estar relacionado con las alteraciones de procesos corticales presentes 
en pacientes esquizofrénicos (Fribourg et al., 2011; Gonzalez-Maeso et al., 2008). 
 
1.5.2 Hipótesis del neurodesarrollo 
 
La existencia de síntomas prodrómicos asociados a la posterior aparición de la 
enfermedad (síntomas cognitivos, negativos…), unido a la aparente ausencia de 
cambios neuropatológicos en las personas enfermas (Weinberger y McClure, 2002) 
dieron lugar al desarrollo de la hipótesis del neurodesarrollo (Murray y Lewis, 1987; 
Weinberger et al., 1986). Ésta postula que la esquizofrenia sería el resultado de 
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alteraciones tempranas en el desarrollo del cerebro ya durante la gestación; es decir, 
que los factores responsables de la aparición posterior de la enfermedad actuarían 
durante el neurodesarrollo, pero se manifestarían clínicamente entre una y tres décadas 
después del nacimiento. Estas alteraciones darían lugar a fallos en el “cerebro social” 
de las personas y alteraciones cognitivas (Owen et al., 2011). De hecho, estudios en 
primates mostraron que lesiones cerebrales neonatales daban lugar a alteraciones en el 
comportamiento a una edad avanzada (Owen et al., 2011). Bajo esta hipótesis se puede 
comprender la observación de que complicaciones obstétricas como las citadas 
anteriormente -infecciones maternas, hipoxia, diabetes materna, etc.- sean factores 
ambientales de riesgo que se relacionan con la aparición de la enfermedad.  
La razón por la que la enfermedad se manifiesta de forma dramática tras la 
adolescencia se desconoce, pero algunos autores sugieren que podría estar relacionada 
con un fallo en la maduración normal que ocurre típicamente en la adolescencia tardía, 
particularmente la mielinización de la materia blanca y la poda sináptica cortical; este 
fallo podría estar provocado por un desarrollo anormal de sistemas neuronales críticos 
en el cerebro importantes para esta remodelación (Meyer-Lindenberg, 2010)  
La hipótesis del neurodesarrollo, extensiva a otros trastornos psiquiátricos, ha 
sido respaldada por estudios epidemiológicos, de neurodesarrollo y de neuroimagen, y 






Desde la sospecha de que las enfermedades mentales tienen una base 
neurobiológica, se han intentado identificar rasgos neuropatológicos presentes en estas 
enfermedades. Entre las numerosas observaciones descritas en este campo podemos 




Estrategias de neuroimagen estructural han permitido observar rasgos 
anatómicos presentes en individuos de alto riesgo, en pacientes esquizofrénicos en su 
primer episodio psicótico y en pacientes crónicos, entre los que destacan reducciones 
en el volumen total del cerebro y de la materia gris (localizadas principalmente en el 
lóbulo temporal medial y superior, hipocampo, corteza prefrontal y tálamo), dilatación 
ventricular (lateral y tercero) y alteración de la materia blanca (Meyer-Lindenberg, 
2010; Owen et al., 2011). 
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Se ha descrito, además, que estos cambios macroscópicos se corresponden con 
cambios a nivel microscópico. En la corteza prefrontal las neuronas piramidales -la 
mayor fuente de neurotransmisión cortical de excitación- son más pequeñas y están 
empaquetadas de manera más densa, lo que indica una reducción en el neuropilo 
(terminales axónicos, espinas dendríticas y células gliales) que ocupa el espacio entre 
neuronas. Se ha sugerido que esto puede ser debido a una poda sináptica excesiva 
durante la pubertad (Meyer-Lindenberg, 2010). Además, en esta región las 
poblaciones de interneuronas están reducidas. En el hipocampo, el soma de estas 
neuronas piramidales es también más pequeño y las espinas dendríticas están 
asimismo reducidas. También se ha descrito disminución en el número de neuronas a 
nivel del tálamo. En la corteza prefrontal la dopamina ejerce una función reguladora 
muy importante, por lo que estas reducciones podrían alterar funciones ejecutivas 
dependientes del nivel óptimo de la señalización dopaminérgica (Meyer-Lindenberg, 
2010; Selemon y Goldman-Rakic, 1999). Al no haberse observado gliosis, estas 
modificaciones parecen responder a alteraciones durante el desarrollo, más que a un 
proceso neurodegenerativo (Iritani, 2007; Weinberger, 1987) 
De las modificaciones anatómicas descritas, la reducción en el volumen del 
hipocampo y de la materia gris cortical se han observado también en familiares de 
pacientes, lo que indica un posible componente genético (Boos et al., 2007; Goldman 
et al., 2008). 
De todos modos, las alteraciones observadas aparecen en un porcentaje 
importante de personas sanas, no están presentes en todos los pacientes y muchas de 
ellas no son exclusivas de esquizofrenia sino que aparecen también en otros trastornos 
mentales, lo que hace que tengan un valor diagnóstico escaso. Además, se han descrito 
numerosos factores que implican cambios en el cerebro maduro, entre ellos, el abuso 
de alcohol (Taki et al., 2006), la nicotina (Brody et al., 2004), la obesidad (Ward et al., 
2005) y el tratamiento con antipsicóticos (Meyer-Lindenberg, A., 2010), por lo que es 
difícil asumir que todos los cambios observados sean debidos a la enfermedad y no a 
otros factores. Por otra parte, tal y como indica la hipótesis del neurodesarrollo, el 
momento en el que se diagnostica la enfermedad no se corresponde con el comienzo 
de la misma, sino que ésta ya se habría originado durante el desarrollo, evolucionando 
a lo largo de la vida del individuo; por tanto, las alteraciones observadas en los 
pacientes reflejarían una condición compleja que podría estar en un estado demasiado 





Otro tipo de aproximación consiste en acercarse al cerebro in vivo a través de 
estudios de neuroimagen funcional, técnicas empleadas para investigar el 
funcionamiento de regiones determinadas del cerebro, tanto durante el descanso como 
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en respuesta a diferentes estímulos o tareas, y tratar de identificar circuitos concretos 
alterados (Keshavan et al., 2008).  
Se han identificado circuitos anormales sobre todo en la corteza dorsolateral 
prefrontal en pacientes esquizofrénicos, y en general, se observa una conexión alterada 
entre distintas áreas del cerebro en pacientes, familiares e individuos de alto riesgo 
(Meyer-Lindenberg, 2010).  
 
1.6.3 Alteraciones neurofisiológicas y neurocognitivas 
 
Se ha observado que existen rasgos neurofisiológicos y neurocognitivos 
alterados de manera característica en individuos esquizofrénicos y, en muchos casos, 
en familiares. Entre ellos podemos destacar: déficit en la memoria a corto plazo, 
memoria verbal o episódica, inhibición o atenuación en la amplitud de potenciales 
evocados ante estímulos repetidos, inhibición del prepulso del reflejo de la respuesta 
de sobresalto aante un estímulo acústico brusco -un paciente esquizofrénico responde 
igual al primer y segundo estímulo; una persona normal sólo al primero, después ya 
está preparada-, estructura del sueño alterada -que incluye un acortamiento de la fase 
REM (del inglés, Rapid Eye Movement)- o movimientos sacádicos de los ojos, entre 
otros (Bilder et al., 2011; Bramon et al., 2005; Glahn et al., 2003). 
Se ha visto que muchos de estos rasgos son heredables y se ha estimado su 
heredabilidad en torno al 50% (Greenwood et al., 2007; Sabb et al., 2008). En relación 
a esto, se ha observado que muchos de los fenotipos cognitivos están 
significativamente correlacionados con esquizofrenia y que la mayor parte de esta 
covarianza (del 72 al 92%) se debe a factores genéticos compartidos (Owens et al., 
2011; Toulopoulou et al., 2010; Toulopoulou et al., 2007).  
 
En respuesta a la enorme heterogeneidad fenotípica observada en los pacientes 
esquizofrénicos y teniendo en cuenta el solapamiento sintomatológico observado con 
otros trastornos mentales, se ha propuesto abordar el estudio de la enfermedad desde el 
análisis de fenotipos más simples, denominados endofenotipos (Gottesman y Gould, 
2003). A estos endofenotipos se le supone una arquitectura genética más simple que la 
del propio trastorno, lo que podría facilitar la identificación de factores genéticos 
relacionados con la enfermedad. Los endofenotipos formarían parte del trastorno, 
estarían presentes en las personas enfermas, pero también en familiares cercanos en 
una proporción más elevada que en la población general. Muchos de los fenotipos 
neurofisiológicos y neurocognitivos comentados con anterioridad, como el déficit en 
la memoria a corto plazo o inhibición de potenciales evocados, se emplean en 
ocasiones como endofenotipos de esquizofrenia.  
  














2.1 Epidemiología genética 
 
Para llevar a cabo un buen estudio genético es necesario que exista una entidad 
fenotípica válida y homogénea y que haya evidencias de la existencia de un 
componente genético hereditario que explique un porcentaje elevado de este fenotipo. 
Como ya se ha comentado anteriormente, el fenotipo englobado bajo el diagnóstico de 
esquizofrenia se caracteriza por una gran heterogeneidad, que afectará a la 
identificación de causas comunes. 
Los estudios de epidemiología clásica se emplearon para determinar la 
contribución relativa del componente genético en el origen de la enfermedad. Este tipo 
de estudios, que incluyen estudios de agregación de la patología en familias, estudios 
de concordancia en gemelos homocigóticos frente a heterocigóticos y estudios de 
adopciones, analizan el grado de concordancia o parecido de un carácter entre 
personas que comparten porcentajes elevados de su genoma y su combinación permite 
dividir la varianza fenotípica observada en componentes atribuibles a diferentes 
causas, como el componente genético y el componente ambiental, y calcular la 
heredabilidad de un carácter, en nuestro caso, el fenotipo de la esquizofrenia. 
Los estudios de agregación familiar en esquizofrenia ponen de manifiesto una 
mayor incidencia del trastorno en el grupo familiar que en la población general y que 
el riesgo a padecer esquizofrenia es mayor cuanto más porcentaje de genoma se 
comparte con una persona que la sufre (figura 1) Además, entre familiares de personas 
esquizofrénicas existe una elevada incidencia de otro tipo de trastornos psiquiátricos, 




Figura 1. Riesgo de padecer esquizofrenia según el grado de parentesco con una 
persona que ya la padece. Gráfica adaptada de Riley y Kendler 2006 
 
Los estudios con gemelos se basan en la comparación de la tasa de concordancia 
de la enfermedad- la probabilidad de que un gemelo desarrolle la enfermedad si el otro 
ya la padece- en gemelos monocigóticos (MZ) frente a dicigóticos (DZ). Estos 
estudios muestran que la concordancia en gemelos MZ es de un 48%, mientras que en 
gemelos DZ se sitúa alrededor de un 17% (Riley y Kendler, 2006). Estos datos 
sugieren que existe un componente genético responsable de la aparición de la 
enfermedad, pero que también deben existir otros factores diferentes necesarios para 
que la enfermedad se desarrolle (Petronis, 2004). De hecho, se ha observado que el 
riesgo de desarrollar esquizofrenia o patologías asociadas es similar para los hijos de 
los gemelos MZ aun en los casos en los que sólo uno de los gemelos haya desarrollado 
la enfermedad (Kringlen y Cramer, 1989).  
Frente a los estudios con gemelos, los estudios de adopción permiten separar el 
efecto de los factores genéticos de los del ambiente familiar (Ingraham y Kety, 2000). 
Este tipo de estudios en esquizofrenia mostraron que la tasa de aparición de la 
enfermedad en niños adoptados con antecedentes de psicosis en su familia biológica y 
no en su familia adoptiva era mayor que en niños adoptados sin antecedentes de 
psicosis en su familia biológica, lo que indica que el riesgo a padecer la enfermedad 
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“viaja” con la familia biológica, por lo que los factores ambientales tendrían un papel 
modulador, potenciador o silenciador, de variantes de susceptibilidad genética.  
Estos estudios han permitido confirmar que la esquizofrenia es claramente una 
enfermedad genética y su heredabilidad se ha estimado en torno al 80% (Cardno et al., 
1999; Sullivan et al., 2003), lo que la convierte en una de las patologías complejas con 
mayor heredabilidad (Uher, 2009). De todos modos, a diferencia de organismos 
modelo, donde se pueden realizar los cruces necesarios bajo condiciones controladas, 
los cálculos de heredabilidad en humanos son complicados, por lo que hay que 
interpretarlos con cierta prudencia. Por ejemplo, un estudio más reciente basado en 
registros multigeneracionales en familias suecas ha dado lugar a una estimación de la 
heredabilidad de la esquizofrenia y el trastorno bipolar de 64% y 59% respectivamente 
(Lichtenstein et al., 2009), es decir, considerablemente más baja que las anteriores 
estimas. En todo caso se trata de una enfermedad con una alta heredabilidad.  
El patrón de transmisión de la enfermedad observado en estos estudios encaja 
con el modelo de enfermedad multifactorial compleja. Según este modelo, su 
aparición provendría de la coincidencia en una misma persona de una combinación de 
factores de predisposición genéticos, ambientales y tal vez de interacción entre ellos, 
sin que la presencia aislada de cada uno de estos factores sea suficiente para 
determinar la aparición del trastorno y sin que ninguno de los factores sea 
imprescindible para su desarrollo. Esto hace que cada variante de susceptibilidad 
individualmente tenga, en principio, un poder diagnóstico o predictivo muy limitado 
(Kraft y Hunter, 2009). 
Además, cada individuo podría enfermar a causa de una combinación particular 
de estos factores (Owen et al., 2005). A diferencia de otras enfermedades complejas, 
hasta el momento no se ha identificado ninguna familia en la que la enfermedad 
segregue de modo mendeliano, por lo que parece poco probable que existan formas 
mendelianas de esquizofrenia. 
A pesar de mostrar agregación familiar, la mayor parte de los casos de 
esquizofrenia en la población general son esporádicos, es decir, no tienen un familiar 
de primer, segundo o tercer grado afectado. La aparente dicotomía entre el número de 
casos esporádicos y los que se dan con historia familiar de afectados se explica porque 
en una enfermedad que tiene una prevalencia poblacional del 1% y una heredabilidad 
de entre el 60 y el 80%, como es el caso, hay una probabilidad de aparición de casos 
esporádicos mayor del 60% (Yang et al., 2010).  
 
 
2.2 Diseño de un estudio genético 
 
Una vez que se confirma la existencia de un componente genético de una 
enfermedad, lo siguiente es identificar variantes genéticas concretas que puedan estar 
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relacionadas con la causa de esa enfermedad. Los humanos compartimos en torno al 
99,9% de la secuencia genética. El 0,1% restante constituye la base de la variabilidad 
humana y, dentro de ella, la diferente susceptibilidad a padecer un trastorno. Así pues, 
el estudio genético de una enfermedad heredable pretende identificar qué parte de esta 
variabilidad es la que contribuye a su aparición.  
Existen diferentes estrategias para la identificación de estos factores genéticos de 
susceptibilidad, algunas de las cuales se comentarán en esta introducción. El éxito de 
cada una de ellas depende enormemente de la arquitectura genética o espectro alélico 
de la enfermedad, que se refiere a: el número de alelos de riesgo que contribuyen a su 
desarrollo -que puede incluir múltiples alelos de un mismo gen o de genes diferentes-, 
la frecuencia en la población de cada uno de los alelos de riesgo, el efecto de cada 
alelo de riesgo y el modo en que los alelos actúan en conjunto -de modo aditivo o con 
interacción-. En el caso de la esquizofrenia, y en general de las enfermedades 
complejas, esta información es desconocida –los datos obtenidos de los estudios de 
epidemiología genética clásica comentados son compatibles con más de un modelo de 
enfermedad (Uher, 2009) y los estudios teóricos de genética de poblaciones tampoco 
permitieron obtener una conclusión sobre esto (Pritchard, 2001; Reich y Lander, 2001; 
Wray y Visscher, 2010)-, por lo que no está claro qué estrategia de análisis podría ser 
la más adecuada.  
 
 
2.3 Estudios de ligamiento 
 
Una de las primeras estrategias empleadas para la búsqueda de variantes de 
susceptibilidad a padecer esquizofrenia fueron los estudios de ligamiento en familias 
(Risch, 1990b), que identifican regiones cromosómicas con alta probabilidad de 
albergar variantes implicadas en la aparición de un trastorno. A grandes rasgos, en un 
estudio de ligamiento se evalúan marcadores espaciados a lo largo del genoma en los 
miembros de una o varias familias con más de un individuo afecto y se investiga si 
alguno de los alelos de los marcadores cosegrega con la enfermedad a través de las 
genealogías.  
Esta estrategia es eficaz si el riesgo de la variante o variantes causales es elevado 
y si existen genes de efecto mayor en los que se localizan las variantes de 
susceptibilidad. Esto hace que los estudios de ligamiento pierdan sensibilidad si existe 
heterogeneidad de locus (existencia de varios loci implicados en la enfermedad), pero 
que sean robustos frente a la heterogeneidad alélica (existencia en el mismo gen de 
distintos alelos que causan susceptibilidad a la patología). Otra ventaja de estos 
estudios es que se analizan marcadores situados a lo largo del genoma, lo que resulta 
muy útil en enfermedades con etiología desconocida, como la esquizofrenia. Las 
regiones identificadas en estos estudios suelen ser largas y puede incluir varias 
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decenas de genes, por lo que una vez localizada una señal de ligamiento queda el 
trabajo de rastrear la zona para identificar la localización exacta de la variante causal 
responsable de la señal.  
La aplicación de esta estrategia en esquizofrenia dio lugar a la identificación de 
numerosos loci asociados al trastorno en familias particulares (MacIntyre et al., 2003; 
Muir et al., 2006; Williams et al., 2009), pero ninguno de ellos se reprodujo de manera 
significativa en posteriores estudios con otras familias (Ng et al., 2009; Uher, 2009). A 
pesar de esto, la estrategia supuso un avance en cuanto a la descripción de la 
arquitectura genética de la enfermedad, ya que permitió descartar la posibilidad de que 
las variantes de riesgo de todos los individuos estuviesen restringidas a pocos genes de 
efecto mayor. Además evidenciaron que, tal y como apuntaban predicciones teóricas 
(Risch, 1990a), es poco probable que existan loci de susceptibilidad con un efecto muy 
elevado sobre el fenotipo.  
Se han hecho varios meta-análisis de los estudios de ligamiento en esquizofrenia 
(Badner y Gershon, 2002; Lewis et al., 2003; Ng et al., 2009). Esta aproximación, que 
analiza conjuntamente resultados de varios trabajos, permite amplificar señales de 
asociación pequeñas pero comunes a varios estudios que individualmente pueden no 
destacar, mientras que señales que son fuertes en un único estudio se debilitan. El 
meta-análisis más reciente y completo incluye 32 estudios de ligamiento en 
esquizofrenia con 3.255 familias y un total de 7.413 casos de la enfermedad o 
trastornos relacionados y localiza la mayor evidencia de ligamiento en la región 2q, 
seguida de las regiones 5q (142-168) y 2q (103-134); otra señal aparece en 8q cuando 
el meta-análisis se restringe a estudios de muestras europeas. Señales menos 
siginificativas aparecen en 1, 2q, 3q, 4q, 5q, 8p y 10q (Ng et al., 2009). Otros meta-
análisis identificaron señales de ligamiento en 8p, 13q y 22q (Badner y Gershon, 
2002) o en 2p12-22.1 (Lewis et al., 2003). El exceso de señales de ligamiento puede 
reflejar la existencia de regiones genómicas enriquecidas en variantes comunes de 
efecto moderado o en variantes raras de efecto mayor (Williams et al., 2009).  
El mapeado fino de estas regiones detectadas por ligamiento permitió la 
identificación de genes candidatos posicionales y, para muchos de ellos, estudios 
posteriores encontraron también resultados positivos de asociación. Entre estos genes 
podemos destacar a NRG1, DTNBP1, DAOA, PPP3CC o COMT (Kirov et al., 2005; 
Owen et al., 2005; Riley y Kendler, 2006). Además, los resultados de estos estudios de 
ligamiento sugieren la existencia de susceptibilidad genética compartida con el 







2.4 Estudios de asociación 
 
2.4.1 Hipótesis enfermedad común / variante común 
 
El hecho de que las enfermedades complejas fuesen comunes en la población 
hizo pensar que la razón de esta alta prevalencia podría ser que los factores genéticos 
de predisposición estuviesen presentes con relativa frecuencia en las poblaciones 
humanas. En base a esta idea se formuló la hipótesis enfermedad común / variante 
común (Lander, 1996).  
En las enfermedades que aparecen a una edad temprana y se asocian a una 
fertilidad reducida, como la esquizofrenia, en caso de que existan variantes comunes 
de susceptibilidad, es de esperar que confieran un riesgo pequeño, ya que variantes 
con un efecto elevado sobre el fenotipo serían eliminadas de la población mediante 
selección purificadora y no llegarían a ser comunes. Estudios teóricos demostraron que 
para el estudio de variantes que predisponen a padecer una enfermedad de manera 
moderada o baja, los estudios de asociación en poblaciones constituían una estrategia 
más potente que los estudios de ligamiento (Risch y Merikangas, 1996). La 
culminación del Proyecto Genoma Humano, que supuso un aumento en el 
conocimiento de variantes a lo largo del genoma y el hecho de que la recogida de 
muestras para este tipo de estudios sea mucho más simple que para un estudio de 
ligamiento en familias, provocaron que la comunidad científica centrase el estudio 
genético de las enfermedades complejas en la búsqueda de variantes de susceptibilidad 
comunes en la población mediante estudios de asociación caso-control, relegando los 
estudios de ligamiento o de variantes raras a un segundo plano. 
En líneas generales, en un estudio de asociación caso-control se pretende la 
identificación de variantes alélicas que están presentes en individuos con un fenotipo 
concreto a una frecuencia significativamente diferente que en individuos sin ese 
fenotipo. Para determinar si la frecuencia es significativamente diferente entre ambos 
grupos se emplea una prueba estadística, como la χ2 o la regresión logística, en la que 
la hipótesis nula es la igualdad de frecuencias alélicas o genotípicas. El grupo de casos 
y controles deben pertenecer a la misma población para evitar problemas de 
estratificación y no estar emparentados. Si se observa que la diferencia de frecuencias 
es significativa se concluye que existe asociación estadística en la muestra, pero para 
confirmar su relación con la enfermedad y descartar que el resultado se deba al azar es 
necesario obtener el mismo resultado en una o varias muestras independientes 
(Chanock et al., 2007). Los estudios de asociación, a diferencia de los estudios de 
ligamiento, pierden sensibilidad si existe heterogeneidad alélica, pero son robustos 
frente a la heterogeneidad de locus. Para cuantificar la fuerza de una asociación, es 
decir, el efecto que tiene la variante sobre el fenotipo, se calcula la Odds Ratio (OR, 
riesgo conferido por la variante): sea a el número de casos que presentan la variante, b 
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el número de controles que presentan la variante, c el número de casos que no 
presentan la variante y d el número de controles que no presentan la variante, la OR 






Si el valor OR es menor que 1, la variante conferiría protección; si es mayor que 
1, la variante incrementaría el riesgo a sufrir la enfermedad.  
 
2.4.1.1 Estudios con genes candidatos  
 
Los estudios tradicionales de asociación se centran en el análisis de uno o varios 
genes candidatos, por lo que resulta necesario tener una hipótesis de trabajo que guíe 
la selección. Un criterio empleado para esta selección es el de la funcionalidad: genes 
que por su función, lugar de expresión o ruta metabólica en la que participan, están 
relacionados con procesos que podrían ser relevantes para la enfermedad; serían genes 
candidatos funcionales. En el caso de la esquizofrenia, por el momento no se conocen 
vías moleculares o procesos fisiopatológicos específicos de la enfermedad que dirijan 
de manera clara esta selección. Las diferentes hipótesis formuladas en relación al 
origen de la enfermedad centran la selección principalmente en genes que participan 
en diferentes sistemas de neurotransmisores, como el dopaminérgico, serotoninérgico 
o glutamatérgico, o en genes implicados en el desarrollo del cerebro o en la 
transmisión sináptica; sin embargo, teniendo en cuenta que aproximadamente el 85% 
de los genes conocidos se expresan en el cerebro y podrían intervenir en estas 
funciones (Kang et al., 2011), la lista de genes candidatos funcionales es inmensa. 
Una alternativa al criterio anterior consiste en seleccionar genes que por su 
localización en el genoma tienen elevada probabilidad de estar implicados en el 
desarrollo de la enfermedad, por ejemplo, genes localizados en regiones identificadas 
mediante estudios de ligamiento o afectados por aberraciones cromosómicas asociadas 
a la enfermedad; serían genes candidatos posicionales (Owen et al., 2005; Sullivan, 
2005).  
Los polimorfismos empleados de manera habitual en los estudios de asociación 
son los SNPs (del inglés, Single Nucleotide Polymorphism), debido a su abundancia en 
el genoma y a la facilidad tecnológica para su detección. Estos polimorfismos son 
cambios nucleotídicos de una única base que implican el reemplazo de un nucleótido 
por otro, o la deleción o inserción de un nucleótido. Cada SNP marca una posición 








distribución no es homogénea: existen diferencias en cuanto a su densidad entre 
regiones exónicas, intrónicas e intergénicas. La mayor parte de estos polimorfismos 
son neutros -sin repercusión sobre funciones o sobre el fenotipo- pero en algunos 
casos dan lugar a cambios funcionales que pueden incrementar el riesgo a padecer 
enfermedades complejas. Además del estudio de SNPs individuales, es interesante 
también el análisis de haplotipos (combinación de variantes alélicas en un 
cromosoma). 
En la secuencia de cada gen puede haber multitud de SNPs por lo que, una vez 
seleccionados los genes, se decidirá qué polimorfismos se incluirán en el estudio. Esta 
selección puede basarse en el “método directo” (Risch, 2000), en el que la selección 
está guiada por la hipótesis de causalidad de los polimorfismos, es decir, se analizan 
únicamente SNPs (u otro tipo de polimorfismo) con alta probabilidad de ser 
funcionales y por tanto de estar implicados en la etiología de las enfermedades. 
Existen herramientas bioinformáticas in silico que permiten estimar la probabilidad de 
que un SNP sea funcional. Dentro de un gen, la clase de SNP con mayor probabilidad 
de ser funcional es la de los SNPs no sinónimos: sustituciones nucleotídicas que 
ocurren en la región codificante del gen y, o bien provocan el reemplazamiento de un 
aminoácido por otro en la proteína codificada, con posible efecto en su actividad 
(especialmente si el cambio aminoacídico es entre dos aminoácidos de propiedades 
físico-químicas muy diferentes), o bien dan lugar a un codón de parada, provocando la 
terminación prematura de la traducción y la aparición de una proteína truncada. Otras 
clases de SNPs pueden alterar el funcionamiento de un gen, incluso SNPs 
aparentemente neutros, como los SNPs intrónicos o los SNPs sinónimos (sustituciones 
en la región codificante que no conllevan un cambio aminoacídico): pueden alterar el 
empaquetamiento del gen, su expresión (por ejemplo, SNPs localizados en regiones 
promotoras de unión de factores de transcripción, en las que el cambio nucleotídico 
puede interrumpir o crear nuevos sitios de unión, variando la afinidad entre las dos 
moléculas), el procesamiento del ARN mensajero (afectando el corte de intrones y 
empalme de exones) o su exportación al citoplasma (afectando a su estabilidad, por 
ejemplo) (Capon et al., 2004). El problema en estos casos es que la funcionalidad del 
cambio puede no ser tan evidente como la de un SNP no sinónimo, por lo que su 
interpretación biológica es más difícil (Hindorff et al., 2009). Por tanto, este método 
presenta la limitación de que no siempre se conocen todas las variantes funcionales de 
un gen.  
El método alternativo es el indirecto, o mapeo por desequilibrio de ligamiento en 
el que se analizan variantes sin considerar si son o no funcionales. El desequilibrio de 
ligamiento se define como la presencia de dos alelos en el mismo cromosoma a una 
frecuencia significativamente diferente de la esperada por sus frecuencias individuales. 
Este fenómeno hace que si un SNP incrementa el riesgo a padecer una enfermedad, 
habrá una asociación estadística en la población entre la enfermedad y ese SNP 
(asociación directa), y entre la enfermedad y SNPs en desequilibrio de ligamiento con 
el causal (asociación indirecta debido al desequilibrio de ligamiento). La estrategia 
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indirecta asume que de entre todos los polimorfismos presentes en cada gen no se 
puede predecir con seguridad cuáles son funcionales; por tanto, se genotipan varios 
SNPs a lo largo del gen con la intención de que alguno de ellos sea el causal o de que 
al menos alguno de los genotipados esté en desequilibrio de ligamiento con él y dé 
lugar a una señal de asociación. La señal de asociación indirecta será más leve, tanto 
más cuanto menor sea el desequilibrio de ligamiento entre las dos variantes. 
Esta correlación estructural de desequilibrio de ligamiento es compleja y varía a 
lo largo del genoma en función de diferentes parámetros como la tasa de 
recombinación, tasa de mutación, selección, migración, conversión génica o deriva 
genética (Tishkoff y Verrelli, 2003; Weiss y Clark, 2002; Zondervan y Cardon, 2004). 
No todos los SNPs son igualmente informativos, por lo que para que la estrategia 
resulte eficaz es esencial una buena selección de SNPs marcadores de la región (o 
tagSNPs), para lo cual se necesitan conocer las relaciones de desequilibrio de 
ligamiento de la región en la población que se está estudiando. En respuesta a esta 
necesidad, en el año 2002 surgió el Proyecto Internacional HapMap, cuyo objetivo era 
caracterizar los patrones de desequilibrio de ligamiento a lo largo del genoma humano 
en distintas poblaciones y hacer que esta información estuviese disponible de forma 
gratuita para el dominio público para permitir abordar de manera sistemática la 
búsqueda de variantes comunes de susceptibilidad a padecer enfermedades complejas. 
Este proyecto supuso un salto cualitativo en el avance de los estudios de asociación 
(Altshuler et al., 2010; The Intertational HapMap Consortium, 2005; Frazer et al., 
2007). Existen diferentes medidas para estimar el grado de desequilibrio de ligamiento 






En las que A y B son los alelos de mayor frecuencia de dos SNPs, a y b los 
menores, D = frec.(A∩B) – frec (A)·frec (B) y Dmax el máximo valor que puede 
alcanzar D en función de las frecuencias alélicas concretas.  
Ambas medidas tienen valores de 0 a 1, aunque su interpretación es distinta: si el 
alelo de menor frecuencia de un SNP está siempre asociado a uno de los dos alelos del 
otro SNP, el valor de D’ será de 1. r2 sólo será 1 si cada uno de los alelos de un SNP 
está asociado a un único alelo del otro SNP (mismas frecuencias). Por tanto, r2 es una 
medida más restrictiva que D’. 
Siguiendo esta estrategia se han analizado miles de variantes comunes de unos 
1.000 genes para investigar su posible implicación en la etiología de la esquizofrenia 
(Allen, N.C., 2008). Estos estudios dieron lugar a multitud de asociaciones positivas 
en las muestras iniciales, pero cuando se intentaba reproducir el resultado en muestras 
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independientes las asociaciones desaparecían o se encontraba asociación positiva pero 
con diferentes alelos de la misma variante o incluso con la misma variante pero en 
dirección contraria. Un ejemplo de esto es el caso del gen de la disbindina (DTNBP1), 
para el que se encontraron asociaciones con cada uno de los 5 haplotipos del mismo 
bloque haplotípico (Mutsuddi et al., 2006). La falta de reproducibilidad  ha sido la 
norma en los estudios de asociación con genes candidatos y ninguna de las 
asociaciones descritas puede considerarse consistentemente establecida.  
La dificultad para encontrar factores de riesgo comunes muy posiblemente esté 
relacionada con que el fenotipo englobado bajo la definición actual de esquizofrenia 
probablemente no se corresponda con un grupo homogéneo desde el punto de vista 
biológico. Además de esto, existen diversos factores o situaciones que pueden 
dificultar la reproducibilidad de un resultado positivo real (error tipo II) o provocar la 
aparición de asociaciones falsas (error tipo I) (Cardon y Bell, 2001). 
Un mal diseño experimental en un intento de reproducción de un resultado 
podría dar lugar a un error tipo II. Por ejemplo, falta de potencia estadística por 
tamaño insuficiente de la muestra con la que se pretende reproducir la asociación; el 
tamaño muestral necesario para identificar una asociación depende en gran medida del 
riesgo asociado a la variante causal y su frecuencia: cuanto menor sean éstos, mayor 
tamaño de muestra se necesitará para alcanzar una probabilidad a priori suficiente 
para detectar la asociación. Este fenómeno puede estar agravado por el hecho de que 
los primeros resultados positivos tienden a sobreestimar el riesgo (deducido al 
comparar la OR de un primer estudio de asociación de una variante causal con la OR 
del meta-análisis de estudios posteriores) (Ioannidis, 2008). Otro factor que podría 
dificultar la reproducción de una asociación verdadera sería que la estructura de 
desequilibrio de ligamiento de la región asociada de la población inicial fuese 
diferente de la que existe en la segunda población; esto es un problema relacionado 
con la estrategia de mapeo por desequilibrio de ligamiento y es esperable que ocurra 
en alguna ocasión; indicaría que la variante genotipada en el estudio inicial no era la 
variante causal. Por último, otra posibilidad sería que el riesgo asociado a la variante 
en la población inicial dependiese de una interacción con otro factor, ambiental o 
genético (epistasis) y que esta interacción no se diese en la nueva población 
considerada en el análisis (porque no esté presente el segundo factor o porque está a 
una frecuencia más baja).  
Una proporción de las asociaciones descritas podrían ser en realidad falsas (error 
tipo I). Al realizar estudios en los que se analizan múltiples polimorfismos se espera 
que por azar un porcentaje de las asociaciones encontradas sean falsas. Para minimizar 
esto es necesario adaptar el nivel de significación al número de pruebas realizadas en 
cada estudio. Este fenómeno puede verse incrementado al estudiar genes candidatos 
funcionales sin una base biológica sólida. Otro factor que propiciaría la aparición de 
asociaciones falsas sería la estratificación poblacional (origen étnico mayoritario en 
casos diferente al de controles) que podría dar lugar a que un rasgo genético 
característico de una etnia pueda interpretarse como un factor de riesgo identificable 
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en un estudio de asociación. Por último, errores en el genotipado o el sesgo en las 
publicaciones (tendencia a publicar resultados positivos independientemente de la 
calidad de los mismos) podrían incrementar el número errores de tipo I (Ioannidis, 
2008). 
Una iniciativa para ordenar la gran cantidad de estudios genéticos de asociación 
publicadas en relación a la esquizofrenia y resaltar los más relevantes fue la creación 
de “SchizophreniaGene”, una base de datos pública, de acceso libre y actualizada 
regularmente (Allen et al., 2008). En esta base de datos se muestran los datos 
genotípicos de las muestras y su origen, se hacen meta-análisis de todos los 
polimorfismos con datos suficientes y se ordenan los genes por nivel de evidencia en 
su implicación en la etiología de la enfermedad. Actualmente los genes identificados 
mediante estudios de asociación de genoma completo (descritos en el siguiente 
apartado) ocupan los primeros puestos. La implicación del resto de genes sigue siendo 
controvertida. 
 
2.4.1.2 Estudios de genoma completo  
 
El escaso éxito de los estudios de asociación con genes candidatos en la 
identificación de variantes comunes de susceptibilidad a padecer enfermedades 
complejas, el avance en las tecnologías de genotipado a gran escala y el aumento en el 
número de polimorfismos conocidos, propiciaron la aparición de los estudios de 
asociación del genoma completo, o GWAS (del inglés, Genome-wide Association 
Studies) (Hirschhorn y Daly, 2005). El objetivo de estos estudios es analizar 
sistemáticamente la mayor parte de la variabilidad común de cada muestra a partir del 
genotipado de una proporción de SNPs (estrategia de mapeo por desequilibrio de 
ligamiento), de modo que la búsqueda de variantes de susceptibilidad no dependa de 
una hipótesis previa ni de los genes candidatos que se elijan, sino que sean los propios 
resultados los generadores de hipótesis. Esto permite identificar genes cuya relación 
con la enfermedad se desconocía y no se sospechaba, que mediante la estrategia de 
genes candidatos funcionales sería poco probable descubrir (Hirschhorn y Daly, 2005). 
Esto resulta particularmente útil para el estudio genético de las enfermedades 
psiquiátricas, para las que todavía no se conoce su patofisiología. Para ello se emplean 
paneles que permiten el genotipado de más de un millón de SNPs marcadores 
localizados a lo largo del genoma simultáneamente en una misma muestra. 
El éxito de los estudios de asociación del genoma completo se basa en la 
hipótesis enfermedad común / variante común, ya que la capacidad para identificar 
asociaciones con variantes poco frecuentes es escasa, aun estando la variante incluida 
en el panel de marcadores, a no ser que ésta confiriese un riesgo muy elevado y el 
tamaño muestral fuese suficiente para alcanzar potencia estadística. 
Debido al elevado número de comparaciones realizadas en cada estudio, para 
evitar falsos positivos por pruebas múltiples se ha establecido un umbral general de 
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significación genómica de para considerar robusta una asociación, p<5 x 10-8, que 
responde al número total de SNPs interrogados en cada estudio de genoma completo 
(Dudbridge y Gusnanto, 2008). Debido a esta corrección y al bajo riesgo asociado a 
cada variante de susceptibilidad (< 1,3 en esquizofrenia), se necesitan muestras de 
entre 2.000 y 3.000 casos y el mismo número de controles para alcanzar una 
probabilidad a priori del 80% de identificar asociaciones verdaderas. Estudios con 
tamaños muestrales /inferiores tendrán escasa potencia estadística a no ser que el 
riesgo de la variante sea elevado.  
Los paneles de genotipado incluyen SNPs localizados a lo largo del genoma, 
incluyendo regiones de funcionalidad desconocida, como regiones intergénicas o 
intrónicas; en los casos en los que se encuentra asociación con SNPs de estas regiones, 
resulta difícil, por el momento, entender la asociación desde un punto de vista 
biológico. 
Los primeros estudios de genoma completo en esquizofrenia encontraron 
asociaciones (Kirov et al., 2009b; Lencz et al., 2007; Need et al., 2009; O'Donovan et 
al., 2008; Shifman et al., 2008; Sullivan et al., 2008), pero debido al limitado tamaño 
de muestra empleado sólo una alcanzó significación genómica, la asociación 
identificada con ZNF804A, al unir las muestras de esquizofrenia a muestras de 
trastorno bipolar (O'Donovan et al., 2008). 
En el año 2009 se publicaron otros tres GWAS (ISC, 2009; Shi et al., 2009; 
Stefansson et al., 2009) y un meta-análisis de los tres (Shi et al., 2009) en los que se 
incrementó el tamaño de la muestra empleada y se logró la identificación de 
asociaciones con significación genómica que constituyeron las evidencias más 
robustas de asociación de variantes comunes con la enfermedad hasta ese momento. 
Además, se descubrió la existencia de múltiples de variantes de susceptibilidad 
asociadas a un riesgo casi indetectable (componente poligénico) (ISC, 2009).  
Desde entonces se han publicado nuevos estudios de genoma completo (Alkelai 
et al., 2011a; Alkelai et al., 2011b; Athanasiu et al., 2010; Chen et al., 2011; Ikeda et 
al., 2011; Ma et al., 2011; Rietschel et al., 2011; Steinberg et al., 2011a; Yamada et al., 
2011). El Psychiatric Genome-Wide Association Study Consortium ha publicado 
recientemente un “mega” meta-análisis en el que se analizaron de manera conjunta 
datos de varios de estos estudios de genoma completo, con un total de 29.839 
individuos de origen europeo (Ripke et al., 2011). Paralelo a este estudio, el mismo 
consorcio hizo otro mega meta-análisis con los estudios de genoma completo de 
trastorno bipolar (Sklar et al., 2011) y se realizó un análisis en el que se combinaron 
las muestras de los dos trastornos, de lo que se obtuvieron nuevas evidencias de la 
vulnerabilidad genética compartida entre ambos trastornos. 










Tabla 1. Principales resultados de los estudios de genoma completo (p< 5x10-8) en 





Muestra I  
N ca / N co 
Muestra II 1 
N ca / N co Región Gen 
menor  
valor p OR 
O’Donovan, 
20082 479/2937 6666/9897 2q32.1 ZNF804A 2x10
-7 1,12 
Purcell, 2009 3322/3587 4692 / 15493 6p22.1 Región MHC  9,54×10-9 0,82 
Stefansson, 
2009 
2663/13498 10282 / 21093 6p22.1 Región MHC (PRSS16) 1,4×10
-12 1,16 




11q24.2  NRGN 2,4 × 10-9 1,15 
      18q21.2 TCF4 4,1×10-9 1,23 
Shi, 2009 2681/2653 5327 / 16424 6p22.1 Región MHC (PRSS16) 9,54x10
-9 1,28 





9394 / 12462 8442 / 21397 6p22.33 TRIM26 2,18x10-12 1,15 
1p21.3 MIR137 1,59x10-11 1,12 
10q24.32 CNNM2 1,82x10-9 1,10 
8p23.2 CSMD1 4,14x10-8 1,11 
10q24.33 NT5C2 1,11x10-8 1,15 
18q21.2 
CCDC68 - 
TCF4 2,6x10-10 1,09 




Steinberg,  7946 / 19036 10260 / 23500  2p15.1 VRK2 1,9 × 10-9 1,09 
2011 





1Muestra multicéntrica empleada en la fase de confirmación de los resultados de la 
Muestra I  
2 La asociación alcanza significación genómica al combinar las muestras de esquizofrenia 





O'Donovan y colaboradores identificaron una señal de asociación con una 
variante intrónica de este gen, el SNP rs1344706, en muestras de pacientes 
esquizofrénicos (valor p de meta-análisis = 1,95 x 10–7; OR = 1,12) (O'Donovan et al., 
2008). Al combinar estas muestras con muestras de pacientes con trastorno bipolar la 
señal de asociación se incrementó en dos órdenes de magnitud, alcanzando 
significación genómica (p = 9,96 x 10–9; OR = 1,12). Desde entonces la asociación de 
esta variante a esquizofrenia y trastorno bipolar ha sido consistentemente reproducida 
en estudios posteriores (Riley et al., 2010; Steinberg et al., 2011b; Williams et al., 
2011; Zhang et al., 2011b). Esslinger y colaboradores (Esslinger et al., 2009) 
investigaron el efecto de esta variante en la actividad de diferentes regiones cerebrales 
durante procesos cognitivos en 115 personas sanas mediante estudios genéticos de 
neuroimagen, que permiten asociar variantes genéticas con funciones y estructuras 
concretas del cerebro. Mediante esta estrategia encontraron que el alelo de riesgo daba 
lugar a una reducción en la conectividad entre la corteza prefrontal dorsolateral dentro 
de y entre cada hemisferio, mostrando un patrón similar al que se ha descrito en 
pacientes (Meyer-Lindenberg et al., 2005); además vieron que el alelo de riesgo 
incrementaba la conectividad entre la amígdala y diferentes áreas reguladoras límbicas 
y prefrontales. Esta misma variante se ha asociado con diferencias en habilidades 
cognitivas (como memoria episódica o a corto plazo) en pacientes esquizofrénicos, no 
en controles (Walters et al., 2010).  
 
Región del Complejo Principal de Histocompatibilidad (Major 
Histocompatibility Complex, MHC) 
La idea de que la región MHC podría estar relacionada con el desarrollo de 
esquizofrenia es ya antigua (Worden et al., 1976) y algunos estudios identificaron 
asociaciones con esta región, no reproducidas posteriormente (Lewis et al., 2003). 
Recientemente, los estudios de genoma completo han permitido confirmar esta 
asociación y actualmente el locus 6p22.1, situado en esta región, es una de las 
asociaciones más robustas (ISC, 2009; Ripke et al., 2011; Shi et al., 2009; Stefansson 
et al., 2009). La mayor parte de las señales identificadas en la región corresponden a 
SNPs localizados en regiones intergénicas, pero no se puede descartar que provengan 
de alguna variante localizada en algún gen cercano. Esta región se caracteriza por un 
elevado grado de desequilibrio de ligamiento, lo que dificulta enormemente la 
identificación de la variante o las variantes causales responsables de la señal de 
asociación. De todos modos, toda la región está muy conservada por lo que es posible 
que las regiones intergénicas tengan alguna función por el momento desconocida 
(Kleinjan y van Heyningen, 2005). 
La región MHC incluye numerosos genes implicados en diferentes funciones 
entre las que predominan las relacionadas con el sistema inmune. Si la señal proviene 
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de alguno de estos genes, su implicación en la enfermedad podría explicar la 
observación de que nacer en invierno -época más propicia para infecciones- 
incremente el riesgo de padecer esquizofrenia.  
Otra explicación podría estar relacionada con el siguiente hecho. Recientemente 
sea visto que, insospechadamente, algunas moléculas que originalmente fueron 
identificadas en el sistema inmune también tienen funciones, hasta el momento 
desconocidas, en el sistema nervioso central. Estas moléculas, que participan en el 
sistema inmune innato (por ejemplo, citoquinas pro-inflamatorias y componentes de la 
cascada del complemento) o adaptativo (por ejemplo, componentes del MHC), se 
expresan en el sistema nervioso y juegan un papel regulador importante, no 
inmunológico, en funciones normales del cerebro durante el desarrollo y en la edad 
adulta, participando por ejemplo en la formación y posterior plasticidad sináptica 
(Boulanger, 2009). Entre otras funciones, parecen ser reguladoras clave de circuitos 
glutamatérgicos (Fourgeaud y Boulanger, 2010). 
En esta región existen también genes no relacionados con el sistema inmune. Por 
ejemplo, el gen NOTCH4, asociado previamente a la enfermedad y con función 
vinculada al neurodesarrollo (Wang et al., 2006). 
 
TCF4 
En este gen se ha identificado una variante intrónica asociada a esquizofrenia, el 
SNP rs9960767 (Ripke et al., 2011; Stefansson et al., 2009). Dado que no hay mucho 
desequilibrio de ligamiento en torno a la señal, parece que la señal viene del propio 
gen. A través de la medida de la inhibición del prepulso de la respuesta al sobresalto, 
se ha visto que el alelo de riesgo de esta variante se asocia a una reducción en la 
sincronización senso-motora (Lennertz et al., 2011). Recientemente, Steinberg y 
colaboradores identificaron otro polimorfismo cercano a TCF4, localizado a 400kb de 
la variante intrónica, con una fuerte señal de asociación (p = 7,8x10-9) independiente 
de la anterior. TCF4 parece un buen candidato a intervenir en la etiología de la 
esquizofrenia ya que es un factor de transcripción neuronal esencial para el desarrollo 
del cerebro, específico de la neurogénesis (Flora et al., 2007; Gulacsi y Anderson, 
2008). Además, mutaciones y deleciones en este gen causan el Síndrome de Pitt-
Hopkins, un trastorno del neurodesarrollo caracterizado por síntomas como el retraso 
mental y motor severos, que incluyen ausencia de habla, microcefalia, dimorfismo 
facial y epilepsia (Blake et al., 2010; Brockschmidt et al., 2007). Se ha descrito 
también una mutación en este gen que causa retraso mental sin estar asociado a otros 
rasgos del síndrome Pitt-Hpkins (Kalscheuer et al., 2008). Es interesante destacar que 
deleciones y mutaciones en CNTNAP2 y NRXN1, otros genes asociados a 
esquizofrenia, al espectro autista y a epilepsia (Friedman et al., 2008; Gejman et al., 
2011), dan lugar a fenotipos similares al síndrome de Pitt-Hopkins (Zweier et al., 






Se han identificado dos asociaciones independientes correspondientes a los 
SNPs rs12807809 y rs548181 en el entorno de este gen (Ripke et al., 2011; Stefansson 
et al., 2009). NRGN codifica una proteína quinasa postsináptica con un papel 
importante en la función y plasticidad sináptica, participando en la ruta de señalización 
calcio-calmodulina; en esta ruta también interviene el receptor NMDA de glutamato, 
por lo que su implicación en la etiología de la enfermedad podría estar relacionada con 
la hipótesis glutamatérgica (Wang et al., 2008; Zhong et al., 2009). Se ha visto que 
NRGN juega un papel en la potenciación a largo plazo, uno de los mecanismos 
celulares principales que subyace al aprendizaje y la memoria (Harrison y Weinberger, 
2005; Huang et al., 2006; Zhabotinsky et al., 2006). Un estudio reciente sugiere que 
los diferentes alelos del SNP rs12807809 se relacionan con funcionamientos 
neuronales diferenciados en áreas específicas del cerebro relacionadas con la memoria 
episódica en personas sanas (Krug et al., 2011). 
 
VRK2 
Steinberg y colaboradores (Steinberg et al., 2011a) recientemente publicaron un 
trabajo en el que ampliaron su GWAS previo (Stefansson et al., 2009), analizando en 
muestras adicionales variantes que en este trabajo inicial obtuvieron un valor de 
asociación de p<1x10-4. El resultado de esto fue, además de la reproducción de las 
asociaciones ya detectadas, la identificación de dos nuevas señales de asociación con 
significación genómica (tabla 1). Una de ellas se sitúa en el locus 2p15.1, el SNP 
rs2312147, localizado a 50kb del gen VRK2 (p=1,9x10-9; OR = 1,09). Este gen 
codifica una serina/treonina quinasa del grupo de las caseina quinasas I (Manning et 
al., 2002). Se ha sugerido que este gen podría participar en el mantenimiento de la 
arquitectura nuclear (Nichols et al., 2006) y en la prevención de la apoptosis (Li et al., 
2006). VRK2 interacciona con otra proteína, JIP1, que en células neuronales actúa 
como un factor anti-apoptótico en respuesta el estrés (Dong et al., 2005) y participa en 
el desarrollo axonal (Dajas-Bailador et al., 2008). 
 
 
En el último mega meta-análisis llevado a cabo por el Psychiatric GWAs 
Consortium (Ripke et al., 2011) se identificaron 5 nuevos loci de susceptibilidad. De 
éstos, la señal más fuerte corresponde al SNP rs1625579, localizado en un intrón del 
gen MIR137 que codifica un microARN regulador del desarrollo y maduración 
neuronal y de la neurogénesis adulta (Silber et al., 2008; Smrt et al., 2010; Szulwach et 
al., 2010).  
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En este estudio del Psychiatric GWAs Consortium se combinaron las muestras 
de esquizofrenia con muestras de trastorno bipolar -empleadas en un mega meta-
análisis paralelo del mismo consorcio en trastorno bipolar (Sklar et al., 2011)- y se 
encontró asociación a ambos trastornos con significación genómica en tres loci:  
 
CACNA1C 
Varios estudios han identificado señales de asociación entre este gen y diferentes 
trastornos psiquiátricos, incluida la esquizofrenia (Curtis et al., 2011; Ferreira et al., 
2008; Green et al., 2010; Nyegaard et al., 2010). La asociación identificada por el 
Psychiatric GWAs Consortium fue con el SNP rs10994359 (p = 7,01 x 10-9; OR = 
1,11). Otra variante de este gen, el SNP rs1006737, se ha asociado con alteraciones en 
imágenes de resonancia magnética estructural y funcional (Bigos et al., 2010; Erk et 
al., 2010; Kempton et al., 2009; Krug et al., 2010). CACNA1C codifica la subunidad 
alfa del canal de calcio tipo L dependiente de voltaje. Los canales de calcio tipo L 
participan en la regulación génica de aspectos de la plasticidad neuronal y pueden 
tener efecto directo en la transcripción (Gomez-Ospina et al., 2006).  
 
ANK3 
La señal de asociación identificada en este gen proviene del SNP rs10994359 (p 
= 2,45x10-8; OR=1,22). Al igual que CACNA1C, este gen ya se había asociado 
previamente a trastorno bipolar (Ferreira et al., 2008). ANK3 codifica una proteína 
adaptadora, ankyrina 3, identificada en los segmentos iniciales de los axones. Se ha 
descrito su participación en la regulación del ensamblaje de canales de sodio voltaje-
dependientes (Kordeli et al., 1995; Poliak y Peles, 2003). 
 
ITIH3-ITIH4 
La tercera asociación corresponde a la región que contiene a ITIH3-ITIH4, 
codificadores de inhibidores inter-α (globulina) H3 y H4 (rs2239547; p =7,8 ×10−9 
OR=1,12). En esta región ya se habían descrito asociaciones con trastorno bipolar 




Además de la identificación de variantes comunes con significación genómica, 
los estudios de genoma completo han permitido descubrir que parte de la 
predisposición a padecer esquizofrenia y otras enfermedades complejas está originada 
por el efecto global de múltiples de variantes comunes de riesgo muy bajo presentes en 
un individuo, lo que se conoce como componente poligénico (ISC, 2009; Ripke et al., 
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2011). El componente poligénico ya se había propuesto anteriormente (Gottesman y 
Shields, 1967), pero hasta ese momento no existían pruebas empíricas. 
 
Así pues, los resultados acumulados hasta la fecha indican que individualmente 
cada variante identificada incrementa débilmente el riesgo a padecer la enfermedad, 
por lo que cada una tiene bajo valor diagnóstico y explica un porcentaje muy pequeño 
de la heredabilidad atribuida a esquizofrenia, lo cual no quiere decir que cada 
asociación encontrada no pueda ser útil para la comprensión de mecanismos presentes 
en el desarrollo de la enfermedad o para generar nuevas hipótesis sobre su origen. 
 
 
2.4.2 Hipótesis enfermedad común / variante rara 
 
La hipótesis alternativa, o complementaria, a la existencia de variantes comunes 
de predisposición a padecer enfermedades complejas es la existencia de variantes raras 
de susceptibilidad, como propone la hipótesis enfermedad común / variante rara 
(Manolio et al., 2009; Pritchard, 2001). Según esta hipótesis, mutaciones de baja 
frecuencia, raras o incluso exclusivas de familias o casos concretos, serían las 
responsables de la diferente susceptibilidad a padecer enfermedades complejas. Dado 
que las enfermedades comunes se consideran de origen multifactorial, en general, el 
efecto de este tipo de mutaciones no sería determinante sobre el fenotipo, como ocurre 
en las enfermedades monogénicas. 
Desde los inicios de la investigación genética de la enfermedad, y en general de 
las enfermedades complejas, ha existido un intenso debate en relación a la 
contribución relativa de alelos raros o comunes en la susceptibilidad genética. En el 
caso de la esquizofrenia existen diferentes argumentos a favor de la hipótesis de las 
variantes raras (Keller y Miller, 2006; McClellan et al., 2007; Uher, 2009). El 
principal es que la enfermedad se manifiesta en un momento temprano de la edad 
reproductiva y está asociada a una fertilidad reducida, por lo que se puede decir que el 
fenotipo está sometido a selección negativa. En este contexto, variantes asociadas a un 
riesgo elevado sufrirían esta selección y tendrían pocas posibilidades de alcanzar 
frecuencia elevada en la población, manteniéndose a muy baja frecuencia o 
desapareciendo en poco tiempo -por lo que en general serían variantes de novo o de 
origen reciente- (Rees et al., 2011). En caso de mutaciones ligeramente deletéreas la 
selección no sería tan fuerte, de modo que ésta impediría que llegasen a ser comunes 
en la población pero no llegaría a eliminarlas totalmente, pudiendo segregar en la 
población a frecuencia baja y contribuir a la susceptibilidad a padecer enfermedades 
comunes en algunas personas (Gorlov et al., 2008; Kryukov et al., 2007). 
A pesar de que por el momento la arquitectura genética de la esquizofrenia 
continúa sin conocerse totalmente, existe una lista en aumento de variantes raras que 
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St Clair y colaboradores identificaron una traslocación recíproca balanceada 
(1;11) (q42;q14) presente en una familia escocesa que co-segregaba con esquizofrenia 
y otras patologías psiquiátricas (St Clair et al., 1990). El pedigrí incluía 21 individuos 
con esquizofrenia, trastorno bipolar, depresión recurrente y “trastorno conductual”, de 
los cuales 16 presentaban la traslocación. La traslocación afectaba a dos genes hasta 
ese momento desconocidos, a los que se les dio el nombre de Disrupted in 
Schizophrenia 1 y 2 (DISC1 y DISC2) (Blackwood et al., 2001; Millar et al., 2000). 
Estudios posteriores reprodujeron la asociación del locus 1q42 con esquizofrenia y 
otros trastornos psiquiátricos como el trastorno bipolar en familias de Finlandia 
(Ekelund et al., 2004), Escocia (Macgregor et al., 2004), el Reino Unido e Irlanda 
(Hamshere et al., 2005).  
Se ha visto que personas portadoras de esta traslocación, tanto individuos sanos 
como pacientes esquizofrénicos, muestran una reducción en la amplitud y latencia de 
potenciales evocados (Blackwood et al., 2001), consistente con un defecto cognitivo 
subyacente. Esto sugiere que DISC1 podría mediar este rasgo cognitivo característico 
de personas esquizofrénicas. Además, se han descrito asociaciones entre diversos 
polimorfismos de este gen y rasgos típicos de personas esquizofrénicas, como la 
disminución en el tamaño de la materia gris (Di Giorgio et al., 2008) o diferentes 
endofenotipos relacionados con habilidades cognitivas (Carless et al., 2011). 
DISC1 es una hub protein (proteína altamente conectada que funciona como un 
“centro de redes”) que juega un papel muy importante en multitud de procesos, entre 
ellos, el funcionamiento normal de los microtúbulos (Kamiya et al., 2005), el 
crecimiento de dendritas y axones (Hattori et al., 2010; Kamiya et al., 2005; Miyoshi 
et al., 2003), la adhesión celular (Hattori et al., 2010) y la migración neuronal (Kamiya 
et al., 2005; Ozeki et al., 2003), y se ha visto que él y su interactoma están implicados 
en diversas funciones críticas cerebrales como el desarrollo y la maduración de la 
sinapsis (Camargo et al., 2007) o el desarrollo de la corteza cerebral (Ishizuka et al., 
2011; Raznahan et al., 2010). Así pues, su implicación en el desarrollo de 
enfermedades psiquiátricas es compatible con la hipótesis del neurodesarrollo. DISC2 
da lugar a una molécula de ARN no codificante (Millar et al., 2000). 
Se ha identificado otra traslocación en pacientes emparentados con trastornos 
psicóticos crónicos que afecta a PDE4B, un gen que interactúa con DISC1 (Millar et 
al., 2005). En concreto, se ha visto que las dos proteínas codificadas por estos genes 
interactúan en la ruta del AMPc (adenosina fosfodiesterasa cíclica), asociada a 
procesos de aprendizaje y memoria, y se ha sugerido que variaciones en DISC1 y/o 
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PDE4B podrían alterar esta interacción y afectar al catabolismo mitocondrial del 
AMPc, con repercusión sobre los citados procesos cerebrales (Millar et al., 2005). 
 
Microdeleciones en el locus 22q11.2  
Otra asociación clásica de la enfermedad con una alteración estructural rara es la 
microdeleción 22q11.2 (Karayiorgou et al., 1995). Esta deleción da lugar al síndrome 
velocardiofacial, o síndrome de DiGeorge, y aparece en 1 de cada 2.000 – 4.000 
nacimientos (Botto et al., 2003; Kobrynski y Sullivan, 2007; Robin y Shprintzen, 
2005). La deleción se origina de novo en el 72-92% de los portadores (Driscoll et al., 
1993; Ryan et al., 1997). El fenotipo asociado a la deleción es muy variable, pero entre 
las manifestaciones más comunes están anomalías cardiovasculares y craneofaciales, 
inmunodeficiencia, estatura baja e hipocalcemia (Robin y Shprintzen, 2005). Además, 
muchas de las personas sufren retraso mental y alteraciones cognitivas y de 
comportamiento y un 30% de los portadores de la deleción desarrollan psicosis, la 
mayor parte en forma de esquizofrenia (aproximadamente el 80% de éstos) (Murphy et 
al., 1999). Estos casos se corresponden aproximadamente con el 0,3% del total de 
casos de esquizofrenia y la deleción se asocia a un riesgo superior a 20 (tabla 2) 
(Stefansson et al., 2008), por lo que se trata del mayor factor genético conocido de 
riesgo a padecer la enfermedad, aunque no es específico de la misma. En los 
individuos portadores de la microdeleción no hay ninguna diferencia anatómica 
significativa entre los que desarrollan esquizofrenia y aquellos que no la desarrollan. 
Se ha sugerido que la gran heterogeneidad fenotípica asociada a la deleción puede 
estar relacionada con la presencia de otras variantes genéticas que contribuyen a la 
variabilidad del fenotipo cognitivo y esquizofrénico (Karayiorgou et al., 2010). 
Por el momento no se conoce el mecanismo por el que la deleción incrementa el 
riesgo a desarrollar esquizofrenia. Una de las hipótesis es que la deleción dé lugar al 
desenmascaramiento de una o más mutaciones deletéreas recesivas, o que provoque 
una infra-expresión de un número significativo de genes sensibles a la dosis, que 
puede tener un efecto acumulativo. Dependiendo del tamaño de la deleción la región 
afectada incluye entre 60 y 35 genes conocidos (Edelmann et al., 1999; Shaikh et al., 
2000), muchos de los cuales se expresan en el cerebro (Maynard et al., 2003). Entre 
ellos, algunos que podrían intervenir en el mecanismo son COMT, PRODH, DGCR8, 
ZDHHC8, GNB1L.  
 
CNVs 
Los avances en tecnologías como la hibridación genómica comparada (CGH del 
inglés, Comparative Genomic Hybridization) han permitido descubrir un tipo de 
variación estructural en una abundancia hasta el momento desconocida. A este tipo de 
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variación se le ha llamado Copy Number Variations (CNVs), y son variaciones en el 
número de copias de un segmento de ADN. Esta variación puede consistir en la 
duplicación o deleción del segmento, por lo que a diferencia de otro tipo de 
variaciones estructurales, como las inversiones o translocaciones recíprocas, pueden 
ser no balanceadas, dando lugar a diferencias en el tamaño del genoma entre 
individuos, perturbando así el equilibrio biológico normal de un genoma diploide en 
un locus determinado. Las CNVs suelen concentrarse en regiones del genoma con 
características determinadas que propician su aparición (Iafrate et al., 2004). Estudios 
recientes revelaron que 11.700 CNVs solapan con unos 1.000 genes conocidos 
(Conrad et al., 2009), de modo que esta importante fuente de variabilidad podría ser un 
mecanismo clave para la evolución humana, a través de la duplicación génica, 
triplicación o reorganización de exones. De hecho, se ha visto que entre los genes 
afectados por CNVs, existe un enriquecimiento de genes relacionados con el 
metabolismo de xenobióticos o receptores olfativos, procesos que se han relacionado 
con procesos adaptativos (Feuk et al., 2006). Además se pensó que este tipo de 
variación podría contribuir de manera significativa a la susceptibilidad de padecer 
enfermedades (Lupski, 2009), y como el tamaño de las variaciones oscila entre 1 
kilobase y varias megabases (Iafrate et al., 2004; Redon et al., 2006; Sebat et al., 
2004), su efecto fenotípico podría ser mayor que el de un SNP. Estas CNVs podrían 
dar lugar a manifestaciones fenotípicas a través de multitud de mecanismos, entre 
ellos, alteración de la expresión y regulación génicas o expresión de alelos recesivos 
desenmascarados con una deleción (Zhang et al., 2009). Se ha propuesto, además, que 
el efecto de una CNV puede estar mediado por procesos de interacción con otra CNV 
u otro tipo de variante, que sería un segundo hit, que podría actuar como modificador 
genético. Esta teoría del two hit (o multiple hits) se ha propuesto para explicar casos de 
autismo, existiendo ya evidencias experimentales de la misma (Girirajan y Eichler, 
2010; Girirajan et al., 2010).  
Así pues, desde su identificación ha crecido el interés por comprender de qué 
modo estas variaciones afectan a la variabilidad fenotípica y a la aparición de 
enfermedades y ha motivado el desarrollo de técnicas más efectivas para detectarlas y 
determinar de manera precisa su posición y región exacta en el genoma para delimitar 
la región afectada por cada CNVs (McCarroll, 2010). En la primera generación de 
estudios de CNVs se empleaban paneles de CGH. Posteriormente se emplearon los 
paneles de genotipado de SNPs para su detección.  
En esquizofrenia, el estudio de este tipo de variantes ha permitido detectar la 
existencia de un incremento significativo de CNVs largos (> 100 Kb) y raros (<1%) en 
pacientes, lo que sugiere que muchas de ellas podrían estar relacionadas con la 
enfermedad (tabla 2) (Gejman et al., 2011; Glessner et al., 2010; Ikeda et al., 2010; 
ISC, 2008; Kirov et al., 2009a; Kirov et al., 2008; Levinson et al., 2011; Magri et al., 
2010; Mitchell y Porteous, 2011; Mulle et al., 2010; Need et al., 2009; Shi et al., 2008; 
Stefansson et al., 2008; Tam et al., 2010; Vrijenhoek et al., 2008; Walsh et al., 2008; 
Xu et al., 2008). Una proporción elevada de estos CNVs se originan de novo. La 
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deleción 22q11.2, identificada ya muchos años antes del empleo de estos paneles, es 
una variación de éstas.  
Recientemente, Levinson y colaboradores analizaron un total de 3945 casos y 
3611 controles y confirmaron las asociaciones ya descritas en relación a las deleciones 
en los loci 1q21.1, 15q13.3 y 22q11.21, deleciones que interrumpen exones del gen 
NRXN1 (2p16.3) y duplicaciones en el locus 16p11.2 (Levinson et al., 2011). 
Además, identificaron dos nuevas CNVs: la deleción 3q29 y duplicaciones exónicas 
en VIPR2 (7q36.3). El estudio muestra que los pacientes esquizofrénicos presentan un 
incremento significativo en el número de deleciones que afectan a genes, pero no de 
duplicaciones. El OR asociado a estas CNVs es elevado y oscila entre 2 y más de 30 
(Levinson et al., 2011). Salvo en el caso de la deleción 22q11, el resto de CNVs se han 
identificado también en personas sanas. Muchas de estas CNVs se han asociado 
también con otros trastornos del neurodesarrollo, como retraso mental, retraso en el 
desarrollo, autismo o epilepsia (Gejman et al., 2011)  
 
 
Tabla 2. Principales CNVs asociadas significativamente a esquizofrenia 
  1q21.1 2p16.3 3q29 7q36.2 
  deleciones Deleciones deleciones duplicaciones 
(NRXN1) (VIPR2) 
Casos (%)1 0,17 0,2 0,08 0,12 
Controles (%)1 0,02 0,02 0,002 0,01 
Valor p1 7x10-13 3,3 x10-14 3,9 x10-8 1,4 x10-10 
OR2 9,5 7,5 3,7 4 
  15q13.3 16p11.2 22q11.21 
  deleciones duplicaciones deleciones 
Casos (%)  0,14 0,15 0,29 
Controles (%) 0,02 0,004 0 
Valor p1  4,3 x10
-11 7,7 x10-18 1,6 x10-37 
OR2 12,1 9,5 20,3 
1 Información extraída deGejman, 2011 
2 Información extraída de Levinson, 2011 
 
Varios estudios han analizado el efecto en la población general de este tipo de 
CNVs largas, estimando su tasa de aparición y presión selectiva. Así, Itsara y 
colaboradores observaron que, en general, las CNVs de tamaño superior a 500kb están 
sometidas a una fuerte selección purificadora (s=0,16), esto es, los portadores de estas 
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CNVs tienen una reducción del 16% en su fertilidad. Además, observaron que la tasa 
de mutación en población general de estas CNVs largas se sitúa en torno a 0,0065 por 
genoma y por transmisión (Itsara et al., 2010).  
Rees y colaboradores (Rees et al., 2011) hicieron un estudio similar centrado en 
CNVs que se hubiesen asociado a un incremento en el riesgo a padecer esquizofrenia y 
encontraron una elevada presión selectiva sobre ellas (s=0,12-0,88), lo que sugiere que 
tras la aparición de una de estas CNVs en un individuo, su persistencia en la población 
se limita a unas pocas generaciones. También estimaron que la tasa de aparición de 
estas CNVs es alta, entre 1:3.500 y 1:30.000, y vieron que cuanto más rara es una 
CNV, mayor es su coeficiente de selección. Otros estudios indican que la tasa de 
aparición de nuevas CNVs es mayor en pacientes esquizofrénicos o autistas que en 
controles (Itsara et al., 2010; Xu et al., 2008). Así pues, estas CNVs que 
individualmente se asocian significativamente a esquizofrenia son mutaciones 
recurrentes, y el incremento en CNVs totales observado en pacientes esquizofrénicos 




Otro tipo de variantes raras son las mutaciones puntuales. Hasta hace poco su 
búsqueda se restringía a la secuenciación de genes o regiones candidatas en un número 
pequeño de individuos. Sin embargo, teniendo en cuenta el sustrato poligénico de la 
enfermedad, la probabilidad de que las personas analizadas en cada estudio tuviesen 
mutaciones precisamente en el gen o genes analizados es mínima, por lo que la 
estrategia resulta poco eficaz y por el momento no se puede estimar de forma precisa 
hasta qué punto este tipo de variantes contribuyen a la etiología de la enfermedad. Esta 
situación está cambiando gracias a la aparición de la resecuenciación a gran escala o 
ultrasecuenciación. El uso generalizado de este tipo de tecnologías, que posibilita el 
análisis del exoma (parte codificante del genoma) o genoma completo de un mismo 
individuo, supondrá un avance extraordinario en la investigación de este tipo de 
variantes raras ya que permitirá sistematizar su búsqueda (Cirulli y Goldstein, 2010).  
Por el momento, la resecuenciación de algunos genes candidatos ha dado lugar a 
la identificación de mutaciones raras en DISC1 (Song et al., 2008) o ABCA13 (Dwyer 
et al., 2011), entre otros. Piton y colaboradores llevaron a cabo la secuenciación de 
111 genes ligados al cromosoma X en 143 pacientes esquizofrénicos, 142 autistas y 
277 individuos sanos e identificaron más de 200 variantes no sinónimas y un exceso 
de variantes con efecto deletéreo (Piton et al., 2011), por lo que es posible que muchas 












3. Papel de la selección natural en el espectro 




3.1 Esquizofrenia, ¿paradoja evolutiva? 
 
La combinación de elevada prevalencia y edad temprana de aparición diferencia 
a las trastornos mentales de la mayor parte de las enfermedades (Uher, 2009). En el 
caso de la esquizofrenia, su persistencia en las poblaciones a elevada prevalencia aun a 
pesar de la desventaja reproductiva observada en pacientes y su elevada heredabilidad 
se ha considerado una paradoja evolutiva, ya que se espera que variantes asociadas a 
una pérdida de fertilidad sean eliminadas mediante selección purificadora del “pool” 
genético y, por tanto, estas variantes y los fenotipos asociados deberían ser raros 
(Huxley et al., 1964). Sin embargo, la enfermedad continúa siendo común en las 
poblaciones humanas. 
Esta aparente paradoja ha motivado intensos debates (Crow, 1997; Crow, 2008; 
Horrobin, 1998; Keller y Miller, 2006). Algunos autores han propuesto que es posible 
que aunque la esquizofrenia esté sometida a presión negativa, las mutaciones de 
susceptibilidad podrían conferir cierta ventaja en personas que no la desarrollan 
(Huxley et al., 1964; Jarvik y Deckard, 1977). Por ejemplo, Nettle propuso que las 
mutaciones de predisposición podrían estar relacionadas con una mayor imaginación, 
creatividad verbal y artística, cognición esquizotípica, pensamiento divergente o 
determinadas conductas que hayan estado favorecidas durante la evolución del linaje 
humano (Nettle y Clegg, 2006). De hecho, Karlsson y colaboradores (Karksson, 1970) 
observaron que en población Islandesa, familiares de individuos con trastornos 
psicóticos gozaban de un potencial creativo excepcional. Otros investigadores han 
sugerido que las ventajas podrían estar asociadas a rasgos ajenos al cerebro, como 
resistencia a toxinas o a diferentes patógenos (Carter y Watts, 1971). Otros autores 
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sitúan a la enfermedad como algo inherente a la propia línea evolutiva humana. Por 
ejemplo, Crow propuso que la vulnerabilidad genética a padecer esquizofrenia puede 
haber surgido como consecuencia de la evolución de rasgos característicos de los 
humanos (Crow, 1997); en concreto, que la evolución cerebral que ha dado lugar al 
lenguaje ha tenido como efecto colateral la aparición de trastornos cognitivos, como la 
esquizofrenia. 
Todas estas hipótesis señalan que los genes que predisponen a padecer 
esquizofrenia están entre los que han sufrido evolución reciente. 
 
 
3.2 Esquizofrenia y selección natural 
 
De acuerdo con la hipótesis neutralista de evolución molecular (Kimura, 1979), 
en general, la mayor parte de los polimorfismos existentes en una población en un 
momento dado son neutros desde el punto de vista de la selección natural: por un lado, 
aquellos alelos que confieren alguna ventaja selectiva, si no son eliminados por deriva 
genética en las primeras generaciones, serán seleccionados de manera positiva e 
incrementarán rápidamente su frecuencia hasta su fijación en la población, 
contribuyendo durante poco tiempo al polimorfismo de una especie; por otro lado, 
alelos deletéreos asociados a una pérdida de fertilidad serían eliminados o se 
mantendrían a frecuencia baja mediante selección purificadora. De este modo, la 
mayor parte de la variabilidad común presente en una población en un momento 
determinado estaría constituida por alelos neutros -que típicamente varían su 
frecuencia muy lentamente por acción de la deriva genética- y por la eventual escasa 
proporción de polimorfismos favorecidos en ese momento que estén en vías de 
fijación. 
Como se comentó anteriormente, la esquizofrenia está asociada a una elevada 
heredabilidad y a una desventaja reproductiva, por lo que se puede decir que está 
sometida a selección negativa. Siendo esto así, y de acuerdo con la hipótesis 
neutralista de evolución molecular, es de esperar que aquellos alelos de susceptibilidad 
con efecto elevado o moderado sobre el fenotipo estén expuestos a esta presión 
selectiva, de modo que no podrán llegar a ser comunes y segregarán en la población a 
baja frecuencia o incluso desaparecerán; por otra parte, variantes que incrementen 
mínimamente el riesgo a padecer la enfermedad (con efecto mínimo sobre el fenotipo) 
evolucionarán casi como polimorfismos neutros, pudiendo llegar a ser comunes en la 
población.  
Sin embargo, se han descrito algunos escenarios evolutivos en los que variantes 
que incrementan el riesgo a padecer la enfermedad moderadamente podrían ser 
comunes en la población.  
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La frecuencia de una variante en la población en un momento determinado es la 
consecuencia de su pasado evolutivo, y éste puede estar modulado por multitud de 
factores, que pueden cambiar a medida que pasa el tiempo (Falconer, 1996). Siendo 
esto así, uno de los escenarios evolutivos es el que propone el modelo de 
susceptibilidad ancestral (Di Rienzo, 2006; Di Rienzo y Hudson, 2005; Wright et al., 
2003): alelos ancestrales que en condiciones pasadas eran neutros o estaban 
favorecidos por selección, podrían estar mal adaptados a nuevos ambientes, dando 
lugar a un incremento en la susceptibilidad a padecer determinadas enfermedades 
comunes. La historia evolutiva reciente de la especie humana se ha desarrollado en un 
escenario de incesantes cambios. Es conocido que nuestro entorno es radicalmente 
diferente al que vivieron poblaciones humanas ancestrales. Procesos como la salida de 
África y la colonización de nuevos territorios, la aparición de la agricultura, cambios 
en el clima y en el estilo de vida o las grandes migraciones de poblaciones humanas -
que implicaron la propagación de graves enfermedades infecciosas-, generaron 
numerosos cambios en la dirección de la presión selectiva. En este contexto, variantes 
implicadas en funciones biológicas que interaccionasen con estos factores cambiantes 
serían sensibles a la consecuente presión evolutiva y, alelos que antes funcionaban 
bien, que podrían ser neutros o incluso ventajosos, pasarían a tener un efecto deletéreo, 
empezando a ser activamente reemplazos por variantes nuevas (derivadas) mejor 
adaptadas. Estas variantes seleccionadas terminarían fijándose en la población, si no 
hay cambios posteriores en la dirección de la selección, pero hasta que esto no ocurre, 
la variante ancestral sigue segregando en la población junto con la variante derivada. 
Lo que propone el modelo es que serían estas variantes ancestrales mal adaptadas las 
que contribuirían a la susceptibilidad de enfermedades comunes. 
Existen diferentes ejemplos que ilustran el impacto que estos cambios de presión 
selectiva pueden tener. Patologías como la diabetes tipo II o los problemas vasculares 
podrán explicarse con la hipótesis del alelo frugal (Neel, 1962): alelos favorecidos en 
ambientes pasados por incrementar la eficacia de la utilización y el almacenamiento de 
la energía, en la actualidad podrían abocar a las citadas patologías. En relación con 
esto, se ha detectado que el alelo ancestral ε4 de la APOE, relacionado con el 
metabolismo lipídico, confiere una mayor susceptibilidad a padecer Alzheimer y 
enfermedad cardiovascular (Fullerton et al., 2000). Asimismo, se ha visto que 
variantes ancestrales del gen del Angiotensinógeno incrementan el riesgo a padecer 
hipertensión (Wu et al., 2004) y se ha sugerido que la variante derivada de uno de 
estos polimorfismos ha alcanzado elevada frecuencia en la población debido a la 
acción de la selección natural reciente (Nakajima et al., 2004). Esto fundamenta la 
hipótesis de “retención de sodio” (Gleibermann, L, 1973), según la cual, poblaciones 
ancestrales de África ecuatorial adaptadas a condiciones extremas de calor y humedad, 
con alelos especializados en la retención de agua y sales, experimentarían problemas 
de hipertensión al colonizar ambientes más fríos y secos. 
Otro escenario evolutivo es el que propone el modelo de pleiotropismo 
(fenómeno por el que un mismo gen es responsable de efectos fenotípicos o caracteres 
distintos y no relacionados) antagónico (Wright et al., 2003). Según este modelo, 
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variantes genéticas que incrementan el riesgo a sufrir una enfermedad asociada a 
fertilidad reducida podrían segregar a elevada frecuencia en la población durante un 
período de tiempo si éstas están implicadas también en la aparición de otro fenotipo 
con éxito reproductivo. La presión selectiva sobre una mutación concreta está 
determinada por la combinación del efecto de la selección sobre todos los fenotipos en 
los que interviene y es la presión resultante la que determina la frecuencia de la 
variante en la población (Zhang y Hill, 2003) Falconer, 1996). Así, según este modelo, 
alelos que incrementan el riesgo a padecer esquizofrenia podrían sin embargo 
incrementar su frecuencia y ser comunes si además son o han sido objeto de selección 
natural reciente por participan en la etiología de otros fenotipos con éxito 
reproductivo. 
Teniendo en cuenta ambos escenarios y nuestra historia evolutiva reciente, es 
posible que muchos loci del genoma hayan sufrido eventos de selección natural 
reciente, de modo que existan numerosos alelos funcionalmente diferentes a 
frecuencias intermedias, entre los que podrían estar aquellos implicados en la 
aparición de las enfermedades complejas y, en concreto, de la esquizofrenia.  
La búsqueda de confirmación de estos modelos necesita la identificación de estos 
fenómenos de selección. Cuando un alelo aumenta en frecuencia por selección puede 
dejar una huella o patrón de diversidad característico en el genoma (Sabeti et al., 
2006). Gracias a la secuenciación del genoma humano y el de otras especies, al 
proyecto HapMap y al desarrollo de pruebas específicas, estas huellas genéticas 
pueden ser detectadas; así, de más antigua a más reciente, las señales y la edad del 
evento selectivo serían: elevada proporción de cambios funcionales (millones de 
años), reducción en la diversidad genética (<250.000 años), frecuencia elevada de 
alelos derivados (<80.000 años), diferencias entre poblaciones (de 50.000 a 75.000 
años) y longitud de haplotipos (<30.000) (Sabeti et al., 2006). Dado que los modelos 
evolutivos descritos, susceptibilidad ancestral y pleiotropismo antagónico, hacen 
referencia a procesos de selección natural reciente, la estrategia ideal sería la que se 
basa en la longitud de los haplotipos. Esta estrategia detecta eventos de selección 
reciente mediante la localización de “barridos incompletos de selección”, detectados 
por la presencia de un nivel de desequilibrio de ligamiento en torno a una mutación 
significativamente mayor de lo observado en otros haplotipos del genoma de su misma 
frecuencia, tras corregir por las diferentes tasas de recombinación a lo largo del 
genoma (Sabeti et al., 2002; Sabeti et al., 2006; Voight et al., 2006).  
Se han llevado a cabo numerosos estudios en los que se analiza todo el genoma 
humano para buscar señales de selección natural (Barreiro et al., 2008; The 
Intertational HapMap Consortium, 2005; Costas et al., 2005; Di Rienzo, 2006; Hawks 
et al., 2007; Sabeti et al., 2006). Si se clasifican los genes con señal positiva de 
selección, entre las categorías con mayor número de genes están: la que engloba a 
genes relacionados con el comportamiento, la que abarca a genes relacionados con la 
anatomía del cerebro y la que incluye genes de interacción con patógenos (Vallender y 
Lahn, 2004). Es decir, genes que podrían ser relevantes en esquizofrenia. 
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En un intento de comprobar si genes candidatos a participar en la etiología de la 
enfermedad presentan este tipo de señales de selección, Crespi y colaboradores 
analizaron 76 genes, encontrando señales de selección positiva en 28 de ellos (Crespi 
et al., 2007). Estas señales de selección corresponden tanto a eventos de selección 
recientes, ocurridos en los últimos miles de años de la evolución humana, como 
eventos de selección “histórica”, mucho más antigua en el linaje humano. Por otra 
parte, estudios neurológicos muestran que entre las áreas cerebrales que en pacientes 
esquizofrénicos están desreguladas se encuentran las regiones con mayor evidencia de 
haber sufrido cambios evolutivos diferenciales en el linaje humano (Brune, 2004; 
Burns, 2006). Además, se ha observado que una proporción de los genes implicados 
en procesos metabólicos del cerebro, alterados en pacientes esquizofrénicos, pueden 
haber sufrido procesos de adaptación específicos del linaje humano (Khaitovich et al., 
2008). 
Estas observaciones sugieren que la selección natural podría tener un papel 
importante en la evolución de algunos genes de susceptibilidad a padecer 
esquizofrenia, por lo que el análisis de variantes comunes sometidas a selección 
natural reciente podría dar alguna pista acerca de la etiología de la enfermedad. Esta 
hipótesis puede evaluarse buscando señales de selección y buscando asociación al 
fenotipo esquizofrénico en los mismos polimorfismos.  
Teniendo en cuenta que la mayor parte de la variabilidad común es 
fenotípicamente neutra, centrar un estudio en variantes detectadas por la selección 








































La vulnerabilidad genética a padecer esquizofrenia podría estar determinada por 
variantes alélicas en genes relacionados con la transmisión y plasticidad sináptica y el 
desarrollo del sistema nervioso central.  
Polimorfismos sometidos a selección positiva constituyen variantes funcional y 
fenotípicamente diferentes, por lo que podrían contribuir a la susceptibilidad genética 
a padecer enfermedades 
Genes implicados en la etiología de la esquizofrenia pueden haber participado en 
eventos recientes de adaptación de la especie humana, por lo que es posible que la 
frecuencia de una parte de los polimorfismos actuales en estos genes sea el resultado 
de la acción de la selección natural. 
Los SNPs no sinónimos alteran la secuencia aminoacídica de las proteínas, por 
lo que a priori presentan una mayor probabilidad de ser funcionales y, por tanto, de 
estar implicados en la aparición de enfermedades. 
Esta probabilidad será mayor cuanto menor sea la frecuencia de un 
polimorfismo, por lo que una proporción elevada de los SNPs no sinónimos presentes 
a baja frecuencia en la población será moderadamente deletérea, contribuyendo a 
incrementar la susceptibilidad genética a padecer enfermedades complejas, de acuerdo 
con el modelo de mutación-selección poligénico. 
El impacto de SNPs no sinónimos en la estructura y función de las proteínas 
puede predecirse mediante herramientas bioinformáticas, empleando algoritmos 
basados en el grado de conservación de la secuencia del genoma y en características 










El objetivo central del trabajo de investigación que aquí se presenta fue la 
identificación de factores genéticos de predisposición a padecer esquizofrenia 
mediante el análisis de variantes con alta probabilidad a priori de ser funcionales. 
Atendiendo al modo en que hemos abordado esta búsqueda, el conjunto de los seis 
trabajos que presentamos a continuación pueden ser divididos en dos partes.  
 
En la primera parte examinamos variantes que hubiesen sido objeto de selección 
natural reciente y, por tanto, funcionalmente diferentes. Para ello nos planteamos los 
siguientes objetivos concretos:  
1) buscar polimorfismos sometidos a selección natural reciente en genes 
candidatos. 
2) evaluar su implicación en el desarrollo de la enfermedad mediante estudios de 
asociación caso-control.  
 
En la segunda parte investigamos sistemáticamente el papel de SNPs no 
sinónimos, tanto comunes como raros, en la etiología de la enfermedad. Seguimos 
diferentes estrategias de análisis para lograr los siguientes objetivos concretos:  
3) identifcar posibles SNPs no sinónimos, raros o comunes, que por sí mismos 
causen un incremento considerable en el riesgo a padecer esquizofrenia. 
4) determinar si la acumulación de variantes comunes de predisposición se 
asocia a un incremento en el riesgo a padecer la enfermedad. 
5) determinar si la acumulación de variantes raras con alta probabilidad de ser 





























Estudio 1. Esquizofrenia, DRD3 y selección natural  
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Abstract The number and frequency of susceptibility
alleles at loci associated to most psychiatric disorders is
largely unknown, in spite of its relevance for the design of
studies aiming to Wnd these alleles. Both, common poly-
morphisms and rare mutations may contribute to the
genetic susceptibility to complex psychiatric disorders,
being the relative relevance of each type of variation cur-
rently under debate. Here, we conWrmed the existence of a
common protective haplotype against schizophrenia at the
dopamine D3 receptor (DRD3) gene, by replication and
pooled analysis with previous data (Mantel–Haenszel 2 P
value = 0.00227; OR = 0.79, 95% CI 0.68–0.92, based on
794 cases and 1,078 controls from three independent
populations of European origin). This protective haplotype
is at very low frequency in Sub-Saharan Africans (median
0.06) and at intermediate frequencies in other populations
(median 0.25). We also revealed, by examining the patterns
of linkage disequilibrium around this gene, that the protec-
tive haplotype has reached high frequency in non-African
populations due to selection acting, most probably, on a
linked functional polymorphism, the non-synonymous sin-
gle nucleotide polymorphism Ser9Gly (rs6280), also at
DRD3. Thus, this Wnding shows that the natural selection
may play a role in the existence of common alleles confer-
ring diVerent susceptibility to schizophrenia.
Introduction
Schizophrenia is a common mental disorder, with a lifetime
prevalence of 0.72% (Saha et al. 2005). Genetic factors
clearly play an important role in its etiology, with heritabil-
ity estimates of 81% (Sullivan et al. 2003). It often starts in
young adulthood and persists during the lifetime of the
individual, being associated to decreased fertility (Haukka
et al. 2003) and increased mortality (Brown 1997). There-
fore, the existence of common susceptibility alleles is con-
sidered an evolutionary paradox (Huxley et al. 1964).
Evolutionary processes have often been proposed to solve it
(Brune 2004; Crespi et al. 2007; Keller and Miller 2006).
One of the most studied genes in relation to schizophre-
nia susceptibility is DRD3, an obvious candidate taking
into account that it is an important target for several anti-
psychotic drugs (SokoloV et al. 1990). Most of the work
was centered on the non-synonymous SNP Ser9Gly
(dbSNP ID: rs6280). Several meta-analyses on this poly-
morphism have been published in the last years, without
any clear conclusion. While some of them suggest a
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positive but very modest association with schizophrenia
(Lohmueller et al. 2003), the most recent ones failed to Wnd
any signiWcant association (Jonsson et al. 2004; Ma et al.
2008).
Recently, our group (Dominguez et al. 2007) and others
(Sand et al. 2008; Talkowski et al. 2006) identiWed com-
mon haplotypes of DRD3 associated to schizophrenia in
three independent populations of European origin, by
extensive linkage disequilibrium (LD) mapping using
diVerent sets of tagSNPs. Our previous study, carried out in
Galician population (NW Spain), revealed that the associa-
tion was mainly due to the over-representation of several
low-frequency haplotypes in schizophrenic individuals at
the expense of a single common haplotype, more frequent
in controls. Thus, this common haplotype may be regarded
as protective against schizophrenia (Dominguez et al.




The replication study consisted of 273 cases aged 18–
60 years (mean 39.9, SD 10.8) from the Hospital Psiquià-
tric Universitari Institut Pere Mata (Reus, Catalonia, NE
Spain). All patients had a consensus diagnosis of schizo-
phrenia, excluding schizoaVective disorder according to
DSM-IV criteria, conducted by two independent, trained,
senior psychiatrists whose diagnostic concordance was
found to be high (K > 0.8). Most of the patients (88.2%)
were institutionalized. According to the DSM-IV criteria,
paranoid schizophrenia was the most frequent subtype
(66.7%).
The control group (512 samples, aged 18–60 years,
mean 38.8, SD 11.1) was recruited from primary care cen-
ters in the same geographical area. Screening for psychiatric
diseases was performed according to the 28-scaled global
health questionnaire (GHQ). Only unrelated individuals
with no personal history of psychiatric disease (clinically
documented) and a GHQ score <7 were included. The
study complied with the guidelines of the Medical Ethical
Committee, and informed consent was obtained from all
participants. To limit genetic heterogeneity, we excluded
participants from ethnic minorities such as gypsies or those
who were born, or whose parents were born, in continents
other than Europe. SigniWcant population stratiWcation has
been previously discarded by the “structured association”
method (Pritchard et al. 2000) using 25 unlinked SNPs
(Roig et al. 2007).
We also genotyped the samples of the Centre d’Etude du
Polymorphisme Humain (CEPH) human diversity panel,
representing 1,064 individuals from 51 populations around
the world (Cann et al. 2002), considering only the standardized
subset of 952 samples, after exclusion of duplicated,
closely related, and atypical individuals (Rosenberg 2006).
Genotyping
The SNPs deWning the common protective haplotype in our
previous work (Dominguez et al. 2007) (rs7631540,
rs1486012, rs2134655, and rs963468) as well as those addi-
tional SNPs deWning the haplotype region associated to
schizophrenia in the work of Talkowski et al. (2006)
(rs10934254, rs324030, and rs324029) were genotyped
using the MassArray technology from Sequenom (San
Diego, CA, USA), as previously described (Costas et al.
2005) (Table 1). As a quality control, we tested for any
departure of Hardy–Weinberg equilibrium (HWE) in both
cases and controls, using Haploview (Barrett et al. 2005).
In addition, one sample from the CEPH human diversity
panel was genotyped 24 times, without any discrepant
result. Individual SNP data, irrelevant in the present work
but useful for meta-analysis, are shown as Supplementary
Table.
Table 1 SNPs genotyped at the present work
a NCBI build 36.1
b Minor allele (i.e., allele at the lower frequency) in the CEU (CEPH samples of European ancestry) samples from HapMap. Na, not available,
SNP not genotyped in HapMap samples
SNP ID Strand Allele 1/2 Positiona Gene location MA in CEUb
rs7631540 + C/T 115313209 3 2
rs1486012 + A/T 115322112 3 1
rs10934254 + A/G 115324324 3 Na
rs2134655 + T/C 115340891 Intron 5 1
rs963468 + A/G 115345577 Intron 4 1
rs324030 + C/G 115364131 Intron 2 2
rs324029 + A/G 115364313 Intron 2 1
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Statistical analysis
Haplotype estimation and comparison of overall haplotype
frequencies between cases and controls were done with the
software Unphased v2.4 (Dudbridge 2003). Haplotypes at
frequencies lower than 5% in both groups were clustered
together prior to the likelihood ratio test. Comparison of the
frequencies of the common haplotype versus the other hap-
lotypes was carried out by 2 test on 2 £ 2 contingency
tables. The Mantel–Haenszel 2 was employed to combine
samples from the current and previous data, using WINP-
EPI (Abramson 2004). The PHASE 2.1 program (Stephens
et al. 2001) was used to estimate the probability of haplo-
type inference in the case of the rare haplotype cited in our
previous work (Dominguez et al. 2007). A priori power cal-
culation of the replication sample was carried out using the
PS Program (Dupont and Plummer 1997).
Long range haplotype (LRH) test
In order to investigate if recent adaptive selection has
played a role in the allelic spectrum of DRD3 in European
samples, we applied the LRH test around this locus to
phased data from the CEPH (Utah residents with ancestry
from northern and western Europe) samples (CEU) of Hap-
Map phase II (International HapMap Consortium 2007), as
implemented in the Sweep program (Sabeti et al. 2002).
This test is based on the identiWcation of speciWc haplo-
types with a pattern of LD surrounding them higher than
expected based on their frequencies. We analyzed all the
core haplotypes around DRD3, deWned by the haplotype
block method of Gabriel et al. (2002) as implemented in
Sweep (default parameters). For each haplotype at each
block (i.e., the core haplotype) we calculated the extended
haplotype homozygosity (EHH), deWned as the probability
that two randomly chosen chromosomes carrying the core
haplotype of interest are identical for the entire interval
from the core region to a speciWed distance. We also mea-
sured the relative EHH (rEHH), i.e. the ratio of the EHH on
the tested core haplotype compared with the EHH of the
grouped set of core haplotypes at the region not including
the core haplotype tested (Sabeti et al. 2002). By this way,
the inXuence of diVerent recombination rates along the
genome in EHH is adjusted using the other haplotypes of
the same region. Finally, we consider the signiWcance of the
Wndings by comparison of rEHH values to all the core hap-
lotypes of chromosome 3 at similar frequency (20 bins,
intervals of 5%) and at three diVerent distances from core,
0.1 cM, 0.2 cM and marker H = 0.04 on both sides of the
core. This last distance, the recommended one in the
Sweep documentation (http://www.broad.mit.edu/mpg/sweep/
documentation.html), allows for comparison of core haplo-
types matching the observed amount of recombination.
Results
Replication study
The SNPs deWning the protective haplotype in our previous
work were genotyped in new subjects from Catalonia. All
SNPs were consistent with HWE (P > 0.05). Haplotype fre-
quencies in the new samples are shown in Table 2.
Although the frequencies do not diVer signiWcantly
between cases and controls, there is a trend for association
(overall P value = 0.085). The rare haplotype of suscepti-
bility, rs7631540_2—rs1486012_1, found previously in 8
of 260 Galician schizophrenic patients (1 of them homozy-
gous for this haplotype) and 0 of 354 Galician controls
(Dominguez et al. 2007), was almost absent from the new
sample, only two controls presenting this haplotype (poster-
ior probability estimate of the haplotype = 100%). The
putative protective haplotype (rs7631540_2—
rs1486012_2—rs2134655_1—rs963468_2) is present in
excess in controls, although it does not reach signiWcance
(22.9 vs. 25.6%, 2 test, P = 0.23).
Pooled analysis of the LD mapping results of DRD3 
in schizophrenia in diVerent studies
We genotyped the tagSNPs deWning the associated haplo-
types from Pittsburgh (Sand et al. 2008; Talkowski et al.
2006) (rs10934254, rs324030, and rs324029, in addition to
rs2134655) in the Catalonian samples to allow for compari-
sons to our own Wndings. The common haplotype of protec-
tion identiWed by us was always associated to the haplotype
rs10934254_1—rs2134655_1—rs324030_1—rs324029_2
from Pittsburgh, and vice versa. Thus, this haplotype corre-
sponds to the putative protective haplotype. The same cor-
respondence between both haplotypes may be inferred from
HapMap data, although SNP rs10934254 is not genotyped
(Table 3). The haplotype rs10934254_1—rs2134655_1—
rs324030_1—rs324029_2 is also present at higher fre-
quency in control samples from Pittsburgh (26 vs. 31%,
Table 3 of Talkowski et al. 2006, see also Sand et al. 2008).
Table 2 Haplotype frequencies in the replication samplea
a Only haplotypes at frequencies higher than 0.05 in any group are
shown
b SNPs are in this order: rs7631540, rs1486012, rs2134655, rs963468








1121 231 0.426 413.6 0.412
2212 124 0.229 255.6 0.256
2222 113 0.208 213.1 0.212
1222 43 0.079 73.1 0.073
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Allele 1 at SNP rs2134655 is a perfect proxy from the pro-
tective haplotype in the Pittsburgh sample. This allele is
present in 176 of 654 alleles (26.9%) in the case group and
in 168 of 522 alleles (32.2%) in the control group (2 test,
P = 0.048) (V.L. Nimgaonkar, personal communication).
The pooled analysis of the three case–control data (Gali-
cian, Catalonian, and Pittsburgh samples) clearly supports
the existence of the protective haplotype (Mantel–Haenszel
2 P value = 0.00227; OR = 0.79, 95% CI 0.68–0.92, total
sample size: 794 cases, 1,078 controls) (Fig. 1). Sequencing
of the seven exons of DRD3 and six non-coding regions
highly conserved between mammals in ten individuals
homozygous for the haplotype failed to Wnd any putative
functional variant strongly linked to this haplotype.
The role of recent positive selection on the allelic spectrum 
of DRD3
Applying the LRH test to the HapMap CEU samples, we
identiWed one core haplotype with empirical P values lower
than 0.05 at the three diVerent distances at the region
upstream the core (P values of 0.024, 0.005 and 0.008 at
¡0.1 cM, ¡0.2 cM and marker H = 0.04, respectively). As
shown in Fig. 2, this core region is composed of three hap-
lotypes at frequencies higher than 1%, and the haplotype at
65% frequency presents an EHH considerably higher than
expected. The use of diVerent core regions adding addi-
tional SNPs at each side does not change the results of the
LRH test. Interestingly, this core haplotype includes the
non-synonymous SNP rs6280. The ancestral allele, shared
between humans and other primates, is Gly (C at the DNA
level). The derived allele, Ser, is almost always associated
to the haplotype at 65% frequency. There are just one com-
mon haplotype in 40 kb around rs6280 bearing the Ser
allele, and Wve other haplotypes that appeared just once
Table 3 Haplotype frequencies in the HapMap phase II CEU samples
a SNPs ordered as follow: rs7631540, rs1486012, rs2134655,
rs963468, rs324030, rs324029, rs6280. SNP rs10934254 has not been
genotyped by the International HapMap Consortium. SNPs identifying
the protective haplotype in Dominguez et al. (2007) are in boldface,
and those in Talkowski et al. (2006) are italicized. The Gly/Ser alleles
at the non-synonymous SNP rs6280 are also shown
b Haplotype frequencies taken from the phased data of HapMap
c Protective haplotype










Fig. 1 Graphical representation of allelic metaanalysis for the puta-
tive protective haplotype and schizophrenia. ORs (logarithmic scale)
for single studies are shown as boxes with size proportional to the
weight of the study in the metaanalysis. Horizontal lines represent 95%
CI of ORs. The pooled result (Wxed model) and its conWdence intervals
is represented by a diamond
Fig. 2 Extended Haplotype Homozygosity (EHH) (a) and relative
EHH (b) plots of the core haplotype within DRD3 that appears as
signiWcant in the LRH test at several diVerent distances in the CEU
population from HapMap. The SNP at the core are ordered as follows:
rs3732783, rs6280, rs324026. Numbers after the haplotype represent
the frequency in the HapMap CEU samples. Location of SNP
rs2134655, proxy of the protective haplotype in this population, is
shown by a vertical arrow
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(Fig. 3). By contrast, there are 15 alleles bearing the Gly
variant.
While the derived haplotype is also at high frequency in
the Asian populations from HapMap (63 and 76% in Han
Chinese from Beijing and Japanese from Tokyo, respec-
tively), it is the allele at lower frequency in Yoruba from
Ibadan (the African population genotyped by HapMap),
accounting for 12% of the chromosomes. Frequency data
from diVerent populations worldwide, taken from the Allele
Frequency Database (Rajeevan et al. 2003) (ALFRED, UID
for rs6280: SI000672P), conWrm this pattern, i.e., in
general, the ancestral allele is the commonest in African
populations, while the derived allele is the commonest in
the other populations (detailed information on the diVerent
populations may be retrieved from ALFRED).
Frequency of the common haplotype of protection 
in population samples worldwide
Next, we wanted to know if the variant subject to adaptive
selection may inXuence the frequency of the protective hap-
lotype. As shown in Table 3, this seems to be the case. The
rs2134655_1 allele, proxy of the protective haplotype in the
HapMap CEU data, and located 32.6 Kb upstream of rs6280,
is always associated with the Ser allele at rs6280 (D = 1).
Interestingly, the allele 1 at rs2134655 is the derived one.
Thus, the protective haplotype has reached its high frequency
in Europeans “hitchhiked” with the selected variant.
Finally, we determined the worldwide frequency of the
protective haplotype by genotyping SNPs rs7631540,
rs1486012, rs2134655, and rs963468, in the samples of the
CEPH human diversity panel, representing 51 populations
worldwide. The protective haplotype seems to be absent
from Oceania, being at low frequency in Sub-Saharan Afri-
cans (median 0.06; ranging from 0.02 in Biaka Pygmies to
0.09 in Mandenka), and at intermediate frequencies in other
populations (median 0.25; ranging from 0.04 in Americans
Pima to 0.45 in Hazhen from East Asia), in agreement with
the expectancy taking into account the frequency of the
rs6280 alleles around the world (Fig. 4).
Discussion
The present work shows evidence for the existence of a
common haplotype of protection against schizophrenia at
Fig. 3 Frequency distribution of all the haplotypes deWned by the
SNPs present in 40 kb around rs6280, in CEU population from Hap-
Map. The diVerent haplotypes at the region are shown on the X axis
Fig. 4 Worldwide frequency of 
the DRD3 protective haplotype, 
rs7631540 T-rs1486012 T-
rs2134655 A-rs963468 G, 
shown in black. Sample size 
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the DRD3 gene. Thus, our combined analysis of 794 cases
and 1,078 controls from three independent populations of
European origin supports this association (P value =
0.00227), although further studies are needed to totally dis-
card type I errors. The lack of association in the Catalonian
sample alone is not surprising, as we have a power of 0.76
to replicate our previous result. Interestingly, this associa-
tion is not due to a high eVect in just one sample, as the
removal of any one of the three samples still gives rise to
signiWcant results (P values of 0.019, 0.0033, and 0.026
after removal of Pittsburgh, Catalonian and Galician sam-
ples, respectively).
Our results also show that a haplotype containing the
derived allele Ser at rs6280 has been subject to recent
positive selection, at least in European populations,
leading to its fast increase in frequency. This is strongly
suggested by the unusual pattern of haplotype diversity
unveiled in the comparison of haplotypes carrying the Ser
versus Gly allele at rs6280 (Fig. 3). The LRH test con-
Wrms the exceptional pattern of LD around this SNP
(Fig. 2). Thus, the most frequent haplotype at this region,
identiWed by the Ser allele, presents an extreme value of
rEHH in comparison with empirical distribution of chro-
mosome 3 in the CEU population from HapMap. We must
take into account that this comparison is a conservative
approach, as other regions on chromosome 3 may also be
subject to positive selection. Remarkably, experiments
using human embryonic kidney (HEK) 293-transfected
cells have shown possible eVects of SNP rs6280 on gene
function, the Gly variant having higher dopamine aYnity
and increased signaling responses (Jeanneteau et al.
2006). Thus, SNP rs6280 is most probably the actual
polymorphism subject to selection at this haplotype. The
selective force acting on DRD3 is totally unknown, as it is
involved in several phenotypic traits that might have
experienced recent positive selection, such as cognition or
salt retention (Asico et al. 1998; Bombin et al. 2008;
Laszy et al. 2005). Interestingly, another dopamine recep-
tor, DRD4, has been also subject to recent positive selec-
tion (Ding et al. 2002; Wang et al. 2004).
Finally, we have shown that the protective haplotype is
linked to the haplotype subject to recent selection and,
therefore, it has reached intermediate frequencies by hitch-
hiking. This recent positive selection seems not to be pres-
ent in Sub-Saharan African populations. As a consequence,
the frequency of the protective haplotype varies consider-
ably among diVerent populations around the world (Fig. 4).
Therefore, the impact of this haplotype in protection from
schizophrenia, assuming the same OR in all populations,
may be quite diVerent at diVerent geographic regions. The
low frequency of the haplotype in African populations rep-
resents a diYculty for replication studies in these popula-
tions.
Our Wnding may be considered of special interest in the
context of the current debate related to the relative impor-
tance of the common disease/common variant versus the
common disease/rare variant hypotheses in schizophrenia
(Craddock et al. 2007; Keller and Miller 2006; McClellan
et al. 2007; Walsh et al. 2008), because it constitutes one of
the few examples of putative schizophrenia candidate genes
with alleles aVecting susceptibility that have reached high
frequencies due to the action of natural selection. The other
putative cases, GABRB2 and MAOB, seem to Wt the ances-
tral susceptibility hypothesis, which proposed that some
alleles may be currently disease susceptibility variants due
to a miss-adaptation between the ancestral allele and the
new environment (Carrera et al. 2008; Di Rienzo and Hud-
son 2005; Lo et al. 2007). Thus, the analysis of functional
candidate genes subject to recent natural selection might
render new common susceptibility (or protective) alleles in
future research.
Acknowledgments This work was supported by grants PI052036 to
JC and PI050842 to EV from Ministerio de Sanidad y Consumo, Spain,
and PIGDIT04PXC20802 to AC from Xunta de Galicia. NC was sup-
ported by a fellowship from Xunta de Galicia. We thank Dr. V. L. Nim-
gaonkar (University of Pittsburgh) for sharing the exact numbers of
each genotype in their data from the Pittsburgh samples, and to Dr. R.
Tarrío (University of Santiago de Compostela) for critical reading of
an early version of the manuscript. Genotyping was performed at the
Centro Nacional de genotipado (CeGen).
ConXict of interest statement The authors reported no biomedical
Wnancial interests or potential conXicts of interest.
References
Abramson JH (2004) WINPEPI (PEPI-for-Windows): computer pro-
grams for epidemiologists. Epidemiol Perspect Innov 1:6
Asico LD, Ladines C, Fuchs S, Accili D, Carey RM, Semeraro C, Poc-
chiari F, Felder RA, Eisner GM, Jose PA (1998) Disruption of the
dopamine D3 receptor gene produces renin-dependent hyperten-
sion. J Clin Invest 102:493–498
Barrett JC, Fry B, Maller J, Daly MJ (2005) Haploview: analysis and visu-
alization of LD and haplotype maps. Bioinformatics 21:263–265
Bombin I, Arango C, Mayoral M, Castro-Fornieles J, Gonzalez-Pinto A,
Gonzalez-Gomez C, Moreno D, Parellada M, Baeza I, Graell M
et al (2008) DRD3, but not COMT or DRD2, genotype aVects exec-
utive functions in healthy and Wrst-episode psychosis adolescents.
Am J Med Genet B Neuropsychiatr Genet 147B(6):873–879
Brown S (1997) Excess mortality of schizophrenia. A metaanalysis. Br
J Psychiatry 171:502–508
Brune M (2004) Schizophrenia-an evolutionary enigma? Neurosci
Biobehav Rev 28:41–53
Cann HM, de Toma C, Cazes L, Legrand MF, Morel V, PiouVre L,
Bodmer J, Bodmer WF, Bonne-Tamir B, Cambon-Thomsen A
et al (2002) A human genome diversity cell line panel. Science
296:261–262
Carrera N, Sanjuán J, Moltó MD, Carracedo A, Costas J (2008) Recent
adaptive selection at MAOB and ancestral susceptibility to
schizophrenia. Am J Med Genet B Neuropsychiatr Genet
(in press). doi:10.1002/ajmg.b.30823
Métodos,  resultados y discusión · 57 
 
Hum Genet (2009) 124:607–613 613
123
Costas J, Torres M, Cristobo I, Phillips C, Carracedo A (2005) Relative
eYciency of the linkage disequilibrium mapping approach in
detecting candidate genes for schizophrenia in diVerent European
populations. Genomics 86:280–286
Craddock N, O’Donovan MC, Owen MJ (2007) Phenotypic and genet-
ic complexity of psychosis. Invited commentary on: Schizophre-
nia: a common disease caused by multiple rare alleles. Br J
Psychiatry 190:200–203
Crespi B, Summers K, Dorus S (2007) Adaptive evolution of genes
underlying schizophrenia. Proc Biol Sci 274:2801–2810
Di Rienzo A, Hudson RR (2005) An evolutionary framework for com-
mon diseases: the ancestral-susceptibility model. Trends Genet
21:596–601
Ding YC, Chi HC, Grady DL, Morishima A, Kidd JR, Kidd KK, Flod-
man P, Spence MA, Schuck S, Swanson JM et al (2002) Evidence
of positive selection acting at the human dopamine receptor D4
gene locus. Proc Natl Acad Sci USA 99:309–314
Dominguez E, Loza MI, Padin F, Gesteira A, Paz E, Paramo M, Bren-
lla J, Pumar E, Iglesias F, Cibeira A et al (2007) Extensive linkage
disequilibrium mapping at HTR2A and DRD3 for schizophrenia
susceptibility genes in the Galician population. Schizophr Res
90:123–129
Dudbridge F (2003) Pedigree disequilibrium tests for multilocus hap-
lotypes. Genet Epidemiol 25:115–121
Dupont WD, Plummer WD (1997) PS power and sample size program
available for free on the Internet. Control Clin Trials 18:274
Gabriel SB, SchaVner SF, Nguyen H, Moore JM, Roy J, Blumenstiel
B, Higgins J, DeFelice M, Lochner A, Faggart M et al (2002) The
structure of haplotype blocks in the human genome. Science
296:2225–2229
Haukka J, Suvisaari J, Lonnqvist J (2003) Fertility of patients with
schizophrenia, their siblings, and the general population: a cohort
study from 1950 to 1959 in Finland. Am J Psychiatry 160:460–
463
Huxley J, Mayr E, Osmond H, HoVer A (1964) Schizophrenia as a
genetic morphism. Nature 204:220–221
International HapMap Consortium (2007) A second generation human
haplotype map of over 3.1 million SNPs. Nature 449:851–861
Jeanneteau F, Funalot B, Jankovic J, Deng H, Lagarde JP, Lucotte G,
SokoloV P (2006) A functional variant of the dopamine D3 recep-
tor is associated with risk and age-at-onset of essential tremor.
Proc Natl Acad Sci USA 103:10753–10758
Jonsson EG, Kaiser R, Brockmoller J, Nimgaonkar VL, Crocq MA
(2004) Meta-analysis of the dopamine D3 receptor gene (DRD3)
Ser9Gly variant and schizophrenia. Psychiatr Genet 14:9–12
Keller MC, Miller G (2006) Resolving the paradox of common, harm-
ful, heritable mental disorders: which evolutionary genetic mod-
els work best? Behav Brain Sci 29:385–404 Discussion 405–452
Laszy J, Laszlovszky I, Gyertyán I (2005) Dopamine D3 receptor
antagonists improve the learning performance in memory-im-
paired rats. Psychopharmacology (Berl) 179:567–575
Lo W-S, Xu ZW, Yu ZL, Pun FW, Ng S-K, Chen J, Tong KL, Zhao C,
Xu X, Tsang SY et al (2007) Positive selection within the schizo-
phrenia-associated GABAA receptor b2 gene. PloS ONE 2:e462
Lohmueller KE, Pearce CL, Pike M, Lander ES, Hirschhorn JN (2003)
Meta-analysis of genetic association studies supports a contribution
of common variants to susceptibility to common disease. Nat
Genet 33:177–182
Ma G, He Z, Fang W, Tang W, Huang K, Li Z, He G, Xu Y, Feng G,
Zheng T et al (2008) The Ser9Gly polymorphism of the dopamine
D3 receptor gene and risk of schizophrenia: an association study
and a large meta-analysis. Schizophr Res 101:26–35
McClellan JM, Susser E, King MC (2007) Schizophrenia: a common
disease caused by multiple rare alleles. Br J Psychiatry 190:194–
199
Pritchard JK, Stephens M, Donnelly P (2000) Inference of population
structure using multilocus genotype data. Genetics 155:945–959
Rajeevan H, Osier MV, Cheung KH, Deng H, Druskin L, Heinzen R,
Kidd JR, Stein S, Pakstis AJ, Tosches NP et al (2003) ALFRED:
the ALelle FREquency Database. Update. Nucleic Acids Res
31:270–271
Roig B, Virgos C, Franco N, Martorell L, Valero J, Costas J, Carracedo
A, Labad A, Vilella E (2007) The discoidin domain receptor 1 as
a novel susceptibility gene for schizophrenia. Mol Psychiatry
12:833–841
Rosenberg NA (2006) Standardized subsets of the HGDP-CEPH Hu-
man Genome Diversity Cell Line Panel, accounting for atypical
and duplicated samples and pairs of close relatives. Ann Hum
Genet 70:841–847
Sabeti PC, Reich DE, Higgins JM, Levine HZ, Richter DJ, SchaVner
SF, Gabriel SB, Platko JV, Patterson NJ, McDonald GJ et al
(2002) Detecting recent positive selection in the human genome
from haplotype structure. Nature 419:832–837
Saha S, Chant D, Welham J, McGrath J (2005) A systematic review of
the prevalence of schizophrenia. PLoS Med 2:e141
Sand PG, Langguth B, Prikryl R, Kucerova H, Ceskova E (2008) A
putative DRD3 schizophrenia risk haplotype deconstructed. Biol
Psychiatry 63(3):e21 Author reply e23–25
SokoloV P, Giros B, Martres M-P, Bouthenet M-L, Schwartz J-C
(1990) Molecular cloning and characterization of a novel dopa-
mine receptor (D-3) as a target for neuroleptics. Nature 347:146–
151
Stephens M, Smith NJ, Donnelly P (2001) A new statistical method for
haplotype reconstruction from population data. Am J Hum Genet
68:978–989
Sullivan PF, Kendler KS, Neale MC (2003) Schizophrenia as a com-
plex trait: evidence from a meta-analysis of twin studies. Arch
Gen Psychiatry 60:1187–1192
Talkowski ME, Mansour H, Chowdari KV, Wood J, Butler A, Varma
PG, Prasad S, Senwal P, Bhatia T, Deshpande S et al (2006) Nov-
el, replicated associations between dopamine D3 receptor gene
polymorphisms and schizophrenia in two independent samples.
Biol Psychiatry 60:570–577
Walsh T, McClellan JM, McCarthy SE, Addington AM, Pierce SB,
Cooper GM, Nord AS, Kusenda M, Malhotra D, Bhandari A et al
(2008) Rare structural variants disrupt multiple genes in neurode-
velopmental pathways in schizophrenia. Science 320(5875):539–
543
Wang E, Ding YC, Flodman P, Kidd JR, Kidd KK, Grady DL, Ryder
OA, Spence MA, Swanson JM, Moyzis RK (2004) The genetic
architecture of selection at the human dopamine receptor D4
(DRD4) gene locus. Am J Hum Genet 74:931–944
 






Métodos,  resultados y discusión · 61 
 
RESEARCH ARTICLE
Recent Adaptive Selection at MAOB and Ancestral
Susceptibility to Schizophrenia
Noa Carrera,1 Julio Sanjuan,2 Marı́a Dolores Molto,3 Angel Carracedo,1,4 and Javier Costas1*
1Fundacion Publica Galega de Medicina Xenomica (FPGMX), University of Santiago Hospital Complex, Santiago de Compostela, Spain
2Psychiatric Unit, Valencia Medical School, CIBERSAM, Valencia, Spain
3Faculty of Biology, Genetic Department, Valencia University, Valencia, Spain
4Genomic Medicine Group, Institute of Legal Medicine, University of Santiago de Compostela, Centro Nacional de Genotipado (CeGen), CIBERER,
Santiago de Compostela, Spain
Received 6 March 2008; Accepted 28 May 2008
The ancestral susceptibility hypothesis has been proposed to
explain the existence of susceptibility alleles to commondiseases.
Some ancestral alleles, reflecting ancient adaptations, may be
poorly adapted to the more contemporary environmental con-
ditions giving rise to an increased risk to suffer some common
disorders. In order to test this hypothesis in schizophrenia, we
focused on themonoamine oxidase B gene (MAOB). This gene is
involved in deamination of several monoamines, including both
xenobiotic amines present in several foods, as well as neuro-
transmitters such as dopamine. In addition, preliminary analysis
based on phase I HapMap data suggested that recent natural
selection has acted on this locus. We further explored the
existence of this recent positive selection using a test based on
extension of linkage disequilibrium (LD) to large distance at the
specific selected haplotype taking data from HapMap phase II,
and searched for association of the ancestral haplotypes with
schizophrenia in a sample of 532 schizophrenic patients and 597
controls from Spain. Our analysis suggested the existence of a
haplotype of MAOB subject to recent selection. In agreement
with the ancestral susceptibility hypothesis, the ancestral
haplotypes were significantly over-represented in patients
(P¼ 0.047). These haplotypes conferred an increased risk to
schizophrenia, restricted to males (P¼ 0.024, OR¼ 1.41, 95%
CI 1.01–1.90). Thus, pending on replication studies, MAOB
seems to fit the ancestral susceptibility model, validating a new
strategy to search for common schizophrenia susceptibility
genes by focusing in those functional candidate genes subject
to recent positive selection.  2008 Wiley-Liss, Inc.
Key words: dopaminergic hypothesis; case–control studies;
monoamine oxidase; natural selection; common disease-common
variant hypothesis
INTRODUCTION
Schizophrenia is a common mental disorder, with a lifetime
prevalence of 0.72% [Saha et al., 2005]. It often starts in young
adulthood, and is associated with reduced fertility [Haukka et al.,
2003], increased rates of suicide [Saha et al., 2007], and higher rates
of mortality before adulthood in offspring of schizophrenic
mothers [Suvisaari et al., 2007]. Genetic epidemiology studies
revealed heritability values as high as 80% in schizophrenia
[Cardno et al., 1999]. Thus, the existence of common alleles of
disease susceptibility may be considered an evolutionary paradox,
firstly discussed in 1964, but still unresolved nowadays [Huxley
et al., 1964; Keller and Miller, 2006].
Recently, the ancestral susceptibilitymodel has beenproposed to
explain the involvement of common susceptibility alleles in com-
mon diseases [Di Rienzo andHudson, 2005; Di Rienzo, 2006]. This
evolutionary model, that may help to resolve the schizophrenia
paradox, proposes that ancestral alleles adapted to past environ-
ments may be poorly adapted to the new one associated to a shift in
lifestyle of humanpopulations. Therefore, theymight give rise to an
increased susceptibility to common diseases. Currently, there are
few examples fitting this model, mainly genes involved in energy
metabolism or salt homeostasis, in agreement with the ‘‘thirfty
genotype’’ and the ‘‘sodium-sensitivity’’ hypotheses [Di Rienzo,
2006].
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Over the last years huge amount of single nucleotide
polymorphism (SNP) data have been generated along the human
genome in different populations. It allowedwhole-genome scans in
order to find genomic regions subject to recent adaptive selection
[Costas et al., 2005; The International HapMap Consortium, 2005;
Voight et al., 2006;Wang et al., 2006]. These scans are based on the
identification of signatures of incomplete selective sweeps, such as
common haplotypes with long range linkage disequilibrium (LD).
Such haplotypes are indicative of fast increase in frequency pre-
cluding that recombinationbreaks down the longhaplotype [Sabeti
et al., 2002, 2006]. These regions subject to incomplete selective
sweeps, thus bearing functionally distinct alleles, are the ideal
substrate for the ancestral susceptibility model.
One of these whole-genome scans for fingerprints of recent
positive selection, based on the HapMap phase I data, identified
monoamine oxidase B gene (MAOB) as one of the genes with the
strongest signal of recent selective sweep [Table 10 of The Interna-
tional HapMap Consortium, 2005]. Monoamine oxidases are
enzymes that catalyze the oxidative deamination of several
biogenic amines, including neurotransmitters such as serotonin,
norepinephrine, and dopamine, or the neuromodulator
phenylethylamine [Shih et al., 1999]. The two genes coding mono-
amine oxidases within the human genome, MAOA and MAOB,
showdifferent affinities for these substrates.MAOBhashighaffinity
for phenylethylamine and dopamine. Thus, it may be considered as
a functional candidate for schizophrenia susceptibility from the
viewpoint of the well-established dopaminergic hypothesis
[Winterer and Weinberger, 2004; Iversen and Iversen, 2007; Talk-
owski et al., 2007]. Nevertheless,MAOB has been poorly studied in
regard to its putative role in schizophrenia risk [Talkowski et al.,
2007]. Thus, Coron et al. [1996] analyzed one intronic SNP in
MAOB in 110 cases and 87 controls with negative results. Wei and
Hemmings [1999] studiedonemicrosatellite atMAOA and another
atMAOB in 140 schizophrenic males and 91 controls and they did
not find association with schizophrenia in allelic tests, although an
specific haplotype combining both markers seems to be overrepre-
sented in cases (OR¼ 4.05; 95%CI 1.15–14.26; Fisher’s P¼ 0.011).
Finally, Hoogendoorn et al. [2005] analyzed two microsatellites at
MAOB in 282 schizophrenic samples and 582 controls and did not
find significant differences in frequency. These three studies were
performed on samples from European origin. Taking into account




Two independent case–control cohorts were available for the
present study. The first one consists of 258 unrelated cases
(64.0% males) and 305 unrelated controls (56.7% males) from
Galicia (NWSpain). The secondone is constituted by 274unrelated
patients (65.7% males) and 292 unrelated controls (61.0% males)
from Valencia (Central East Spain).
The cases were diagnosed as schizophrenic patients according to
DSM-IVcriteria by experimentedpsychiatrics. The control samples
were from blood donors as well as hospital staff. Both patients and
controls were of Spanish family origin. All samples were included in
the study after participants signedwritten informed consent forms.
The study was approved by the appropriate Ethic Committees.
Assuming the frequencies of HapMap data, the sample size
reaches 80% power to detect a susceptibility allele conferring a
risk higher than 1.47 or 1.53, in allelic tests of female and male
samples, respectively.
Genotyping
SNP rs5905512 was genotyped by mass spectrometry using the
SequenomMassArray technology followingmanufacture’s instruc-
tions. The Galician samples were genotyped twice, with a repro-
ducibility rate of 99.8%. Three putative males appeared as
heterozygotes and were excluded from the study. The SNP was in
Hardy–Weinberg equilibrium (P> 0.05) in both samples.
Long Range Haplotype (LRH) Test
The LRH test is specifically designed to detect common haplotypes
showing an LD pattern around them higher than expected by
neutrality, taking into account the haplotype frequency. Basically,
haplotype frequency is proportional to its age, and then, more
common haplotypes have been subject to recombination for a
longer period, leading to a break down of LD. Nevertheless,
haplotypes subject to recent positive selection increase their
frequency very fast, reducing the chance that recombination can
destroy LD.
LRHtestswereperformedon thephasedhaplotypedata from the
HapMap CEU (CEPH, Utah residents with European ancestry)
sample phase II, using the Sweep program [Sabeti et al., 2002]. We
first identified core haplotypes at MAOB, that is, each one of
the haplotypes present at each haplotype block. We calculated the
extended haplotype homozygosity (EHH) for each core haplotype,
that is, the probability that two randomly chosen chromosomes
carrying the core haplotype of interest are identical for the entire
interval from the core region to a specified distance [Sabeti et al.,
2002]. Finally, we calculated the relative EHH (rEHH), that is, the
ratio of the EHH on the tested core haplotype compared with the
EHH of the grouped set of core haplotypes at the region not
including the core haplotype tested [Sabeti et al., 2002]. By this
way, the influence of different recombination rates along the
genome in EHH is adjusted using the other haplotypes of the same
region. We measured the rEHH value of the putative selected
haplotype at three different genetic distances (0.1, 0.2, and
0.3 cM) and compared it with the distribution of rEHH values of
all core haplotypes at similar frequencies (0.50–0.55) along the X
chromosome.
Statistical Analysis
Deviation of Hardy–Weinberg (HW) equilibrium was tested in
control females using Pearson’s chi-squared tests. Allelic frequen-
cies between cases and controls were compared using the
Mantel–Haenszel test, as implemented in WINPEPI [Abramson,
2004], to consider samples from twodistinct geographic regions. As
MAOB is located on the X chromosome, the comparisons were
done independently for each sex.
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RESULTS
According to the International HapMap Consortium, the MAOB
selected haplotype is centered at position 42,763,073 (NCBI Build
34) on the X chromosome and has a frequency of 0.53 [The
International HapMap Consortium, 2005]. Figure 1 shows the
location of this haplotype on MAOB gene structure, as well as the
different haplotypes identified in this region with their frequencies.
The selected haplotype spans from intron I to intron III ofMAOB.
There is one SNP, rs5905512, within intron I that is a perfect proxy
of this haplotype, at least in the CEU population of HapMap. The
derived allele, allele A, is the one linked to the selected haplotype.
This result was based on the phase I data of HapMap.
The analysis of HapMap phase II data, with higher density of
SNPs, showed MAOB out of the 200 more significant results for
recent positive selection [The International HapMap Consortium,
2007]. Therefore, we used the new data from HapMap to search
for any signature of selection on this haploype. As shown in
Figure 2A, the haplotype marked by the rs5905512 A allele shows
an unusually high rEHH at long distances upstream, taking
into account its frequency. Comparison of the distribution of
rEHH values with haplotypes at similar frequencies, from 0.5 to
0.55, along the entire X chromosome revealed that the MAOB
haplotype is an outlier of the empirical distribution, being at the
97.1th, 96.9th, and 95.2th percentile ranks at 0.1, 0.2, and 0.3 cM,
respectively (Fig. 2B).
In order to test the ancestral susceptibility hypothesis, SNP
rs5905512, perfectmarker of the selected haplotype, was genotyped
in a sampleof 532 schizophrenic patients and597 controls from two
different Spanish autonomous regions, Galicia and Valencia. We
specifically examined the prediction of the hypothesis, that is,
there may be an excess of the ancestral, non-selected allele in
patients. The results revealed that this was the case, the ancestral
allele was significantly over-represented in the schizophrenic
sample (one-tailed Fisher’s exact test for stratified data
P¼ 0.047). Subsequently, we performed allelic test of association
by sex, comprising 343male patients and351male controls, and186
female patients and 246 female controls (Table I). There were a
significant association in the male samples (P value¼ 0.024),
indicating an increased susceptibility to schizophrenia in the pres-
ence of the non-selected variant, conferring an OR of 1.41 (95% CI
1.01–1.90). This associationwas not detected in the female samples
(OR¼ 1.04, 95% CI 0.79–1.36).
DISCUSSION
The ancestral susceptibility model has been proposed as a way to
explain the existence of susceptibility alleles to common diseases
that reached high frequency, that is, became polymorphic, in
populations [Di Rienzo and Hudson, 2005; Di Rienzo, 2006]. To
fit this model, a locus has to be subject to very recent natural
selection, such as the selected variant is still unfixed and segregating
with ancestral variants; and the old variants have to increase
susceptibility to a common disorder. Here, we show that MAOB
conforms to this model.
Thus, this gene is one of the clearest examples of incomplete
selective sweep in data from theHapMapphase I [The International
HapMap Consortium, 2005]. The derived variant of the SNP
rs5905512, the A allele, is a perfect proxy of the selected haplotype
in CEU. Its frequency varies from 0.11 in YRI (Yoruba in Ibadan,
Nigeria) to 0.80 in JPT (Japanese in Tokyo). When we analyzed the
HapMap phase II data, this haplotype appeared at one extreme of
the empirical rEHH distribution of haplotypes at similar frequen-
cies on the X chromosome (Fig. 2). Thus, although the evidence of
selection was not as strong as suggested from phase I, the rEHH of
the haplotype is above the 95th percentile rank of the empirical
distribution at several different distances. Taking into account
recent work suggesting the widespread nature of adaptive selection
in recent evolutionary history, associated to the colonization of
FIG. 1. Location of the SNPs defining the selected haplotype and the other haplotypes defined by these SNPs. The frequency is indicated at the right
side. Exons are represented by vertical lines and introns by horizontal lines. The gene structure corresponds to transcript ENST00000378069 from
the ENSEMBL genome browser.




novel environments during the expansion of humans out of Africa,
MAOB seems to remain as a valid candidate of a recently selected
locus [Hawks et al., 2007]. Furthermore, MAOB catalyses the
oxidative deamination of both biogenic monoamines, mainly
dopamine, as well as xenobiotic amines, present in a large variety
of foods and beverages [Strolin Benedetti et al., 2007]. Thus, it is
involved in traits exposed tomajor environmental changes, such as
cultural behavior or dietary adaptation. Genes involved in these
traits are very prone to be subject to recent selection [Vallender and
Lahn, 2004]. In fact, the other monoamine oxidase of the human
genome, MAOA, has also been subject to recent positive selection
[Gilad et al., 2002]. As these two genes are very close in the genome,
FIG. 2. Results of the LRH test to detect recent adaptive selectionon theX chromosome. A: Variation of rEHHwith distance from thecorehaplotypesat
theMAOB selected region. Only haplotypes at frequency higher than 5% are shown. B: Distribution of rEHH at different distances from all the core
haplotypes on the X chromosome at frequencies 0.50–0.55. Arrows indicate the range of the selected haplotype CTCA at MAOB.
TABLE I. Case–Control Association Analysis
Cases (%) Controls (%)
P valuea OR (95% CI)
a
A G A G
Males (N¼ 694b)
Santiago 64 (39.3) 99 (60.7) 86 (49.7) 87 (50.3)
Valencia 88 (49.0) 92 (51.0) 99 (56.0) 79 (44.0)
Total 152 (44.3) 191 (55.7) 185 (52.7) 166 (47.3) 0.024 1.41 (1.01–1.90)
Females (N¼ 864b)
Santiago 80 (43.0) 106 (57.0) 130 (49.2) 134 (50.8)
Valencia 102 (55.0) 84 (45.0) 114 (50.0) 114 (50.0)
Total 182 (48.9) 190 (51.1) 244 (49.6) 248 (50.4) 0.800 1.04 (0.79–1.36)
aMantel–Haenszel test.
bNumber of alleles.
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it may be possible that the detected selective sweeps represent just
one event of adaptation. The selective pressures acting on MAOB
did not necessary target the disease phenotype per se, but rather
phenotypes related to normal processes, such as response to xeno-
biotics, social cognition or creativity. Schizophrenia susceptibility
at the locus may be a by-product of this selection [Crespi et al.,
2007].
In addition, our case–control association study revealed that
ancestral variants ofMAOB, definedby theGallele at rs5905512, are
over-represented in schizophrenic patients. Concretely, the ances-
tral haplotypes conferred an increased risk to schizophrenia
restricted to males (Table I). MAOB expression differs by sex
[Snell et al., 2002], and is regulated by ovarian steroid hormones
[Gundlah et al., 2002]. There are considerable differences by gender
in relation to schizophrenia onset, symptoms, course, or treatment,
among others, and it has been suggested that these differences may
be mediated by estrogens [Salem and Kring, 1998; Halbreich and
Kahn, 2003]. It has been reported that estradiol may modulate
dopaminergic transmission at various levels, such as release, me-
tabolism, receptors, or transporter, in experimental animals [Cyr
et al., 2000]. Our result suggests thatMAOBmight be one of several
factors involved in differences in schizophrenia between sexes.
Interestingly, another gene involved in dopamine catabolism and
whose expression is regulated by estrogen, COMT, also seems to
confer susceptibility to schizophrenia restricted to one sex [Xie
et al., 1999; Shifman et al., 2002].
Our finding may be considered of special interest in the context
of the current debate common disease/common variant versus
common disease/rare variant in schizophrenia, and by extension,
in other common psychiatric diseases [Keller and Miller, 2006;
Craddock et al., 2007; Crow, 2007;McClellan et al., 2007a,b]. Itmay
be possible thatmost biologically functional candidate genes donot
present commonvariants differing in functionality. In fact, both the
results of the first whole-genome scan in schizophrenia as well as a
recent study of a large European sample using the more generally
accepted schizophrenia susceptibility genes, suggested that com-
mon susceptibility variants may be very infrequent [Lencz et al.,
2007; Sanders et al., 2008].Here,we followanewapproach to search
for common risk alleles, in agreement to the ancestral susceptibility
hypothesis [Di Rienzo and Hudson, 2005; Di Rienzo, 2006]. This
approach, suggested previously by Crespi et al. [2007], is based on
the a priori identification of candidate genes that present function-
ally different common variants, detected by the signature of very
recent adaptive selection. Focusing on this specific subset of candi-
date genes, instead of all putative candidates, and performing just
one test per locus based on functionally different variants, is
expected to increase the chance to find common variants of
susceptibility to schizophrenia. In this context, it is interesting to
highlight that other schizophrenia candidate genes have been
subject to recent adaptive selection, such as GRM3, DTNBP1,
SLC6A4, or GABRB2, among others [Ding et al., 2002; Voight
et al., 2006; Crespi et al., 2007; Lo et al., 2007]. It has been suggested
that GABRB2 may also fit the ancestral susceptibility model,
although the results of association analyses are somewhat contro-
versial [Lo et al., 2007].
Our study presents several limitations. The probability of an
outlier in rEHH distribution being a selected gene or a neutral one
depends on several unknown parameters such as the strength of
selection and the proportion of all loci subject to selection [Kelley
et al., 2006; Sabeti et al., 2006]. Thus, we cannot calculate a
precise posterior probability of selection. Although the use of
empirical distributions, rather than theoretical models, is a clear
advantage, convincing proof of recent selection will require an
understanding of biological function as well as the identification of
the functional change at the DNA sequence [Sabeti et al., 2006].
In addition, our sample size has limited power to detect very
small genetic effects. Thus, we must consider the possibility that
both the negative finding in our female sample aswell as the positive
finding in our male sample may be due to chance. Further studies
are needed to confirm the association of the MAOB ancestral
variants with schizophrenia risk, as well as to investigate the
ancestral susceptibility model in other schizophrenia candidate
genes.
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Schizophrenia is a common disease associated with reduced fertility. Therefore, the existence of common
susceptibility alleles not removed by natural selection may be considered an evolutionary paradox. The
antagonistic pleiotropy model, proposed to explain this paradox, states that an allele may be common
because of its overall selective advantage, in spite of deleterious effects on specific traits. Recent work on
DAOA, PPP1R1B, and APOL1 suggests that these genes present common alleles associated to increase risk of
schizophrenia but conferring an overall selective advantage, related to better cognitive performance (DAOA
and PPP1R1B) or protection against pathogens (APOL1). To test if these genes fit the antagonistic pleiotropy
model, we searched for recent natural selection at these loci applying the long-range haplotype test on data
from the HapMap Project; and performed case-control association analysis in a well-powered sample,
including 301 schizophrenic patients and 604 controls from Spain. For DAOA and PPP1R1B, we genotyped the
Single-nucleotide polymorphisms (SNPs) needed to replicate previous associations, while for APOL1, we
genotyped 15 tagSNPs, and seven putative functional SNPs. We did not detect evidence of recent natural
selection. Furthermore, we did not find significant associations. Thus, these genes do not fit the antagonistic
pleiotropy model.
© 2009 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
1. Introduction
Schizophrenia is a common, heritable disease, associated with
reduced fertility (Haukka et al., 2003). Therefore, the existence of
common susceptibility alleles, not yet eliminated by purifying
selection (i.e., selection against alleles with deleterious effects), may
be considered an evolutionary paradox (Huxley et al., 1964; Keller and
Miller, 2006).
Specific evolutionary models may explain this paradox. The
ancestral susceptibility model considers that alleles fitted to ancestral
environments may be mis-adapted in the current human environ-
ment, being the basis for disease susceptibility (Di Rienzo and Hudson,
2005). This model is beginning to be tested in schizophrenia, with
promising results (Carrera et al., 2009). The antagonistic pleiotropy
model proposes that an allele may be present at high frequency
because of its overall selective advantage, although it may negatively
affect some specific traits. For instance, some alleles related to
increased risk to schizophrenia might also be associated to creativity
(Crespi et al., 2007; Pearlson and Folley, 2008).
At least three loci from literature are good candidates to test the
antagonistic pleiotropy hypothesis in schizophrenia, as previously
suggested (Costas et al., 2005; Meyer-Lindenberg et al., 2007; Opgen-
Rhein et al., 2008). Thus, Opgen-Rhein et al. (2008) described a
haplotype ~80 kb upstream of the coding region of D-amino acid
oxidase activator (DAOA) associated with better semantic fluency, one
aspect of cognitive performance, and with schizophrenia suscept-
ibility using 178 cases and 144 healthy controls of European ancestry.
Other analyses at DAOA did not include this distant region, with the
exception of the first association report where the region, poorly
covered, was not associated (Chumakov et al., 2002).
In a similar way, a common haplotype of protein phosphatase 1,
regulatory (inhibitor) subunit 1B (PPP1R1B, also known as DARPP-32)
seems to be associated with more efficient intrastriatal processing,
revealed by neuroimaging and a wide range of cognitive tasks in
healthy subjects, as well as with schizophrenia susceptibility in a
family-based association analysis (Meyer-Lindenberg et al., 2007).
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Interestingly, PPP1R1B interacts with discoidin domain receptor
tyrosine kinase 1 (DDR1), another putative schizophrenia-associated
gene (Hansen et al., 2006; Roig et al., 2007).
Finally, the candidacy ofAPOL1 is based on different type of evidences.
The cluster of apolipoprotein L (APOL) genes is subject to recent adaptive
selection (Costas et al., 2005; The International HapMap Consortium,
2007). Furthermore, APOL1 is the lytic factor involved in defense against
trypanosome infections (Vanhamme et al., 2003) and is upregulated in
schizophrenia, suggesting that it may be a susceptibility gene (Mimmack
et al., 2002). The first study to test this possibility evaluated 143 single-
nucleotide polymorphisms (SNPs) in an Irish sample within the APOL
cluster and did not find evidence of association (McGhee et al., 2005).
However, the study had limited power to detect odds ratio (OR) b2, as
they used pooled DNA from 219 cases and 231 controls. Another study,
analyzing 377 families of different ethnicity and 130 tagSNPs, also failed to
identify association at individual SNPs, although they did not perform
haplotype analysis of APOL1 (Takahashi et al., 2008).
In this work, we tested the antagonistic pleiotropy model by a
combination of two steps, identification of variants of these genes




The patient group comprised 301 samples (66.78%males;mean age 52.18±15.89 years)
being treated by the Galician Mental Health Service in the area of Santiago de Compostela,
(Galicia, NW Spain), meeting Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, fourth
edition (DSM-IV) criteria for schizophrenia. Patients with mental retardation or comorbid
neurological diseases were excluded. Written informed consent was obtained. The research
was carried out in accordance with the Declaration of Helsinki and was approved by the
appropriate Ethics Committee. The control population consists of 604 unscreened controls
(51.6% males; mean age 37.46±12.41 years) obtained from blood donors at the Centro de
Transfusión de Galicia (Santiago de Compostela). Taking into account the distribution of age-
at-onset of schizophrenia, it is possible that a very small proportion of controls (considerably
lower than the ~1% lifetime prevalence) will develop schizophrenia later in life, but this is
irrelevant to the analysis. This sample size reaches at least 80% power to identify ORs N1.5,
assuming the expected frequencies, while the OR for theDAOA haplotype estimated from the
published data is higher than 1.7 (Opgen-Rhein et al., 2008). All samples are Spanish of
Caucasian origin.
2.2. Genotyping
TagSNPs to cover the APOL1 coding region as well as 5 kb at each edgewere selected
using linkage disequilibrium (LD) data from HapMap CEU (CEPH, Utah residents with
European ancestry) samples and the tagger option of Haploview (Barrett et al., 2005),
with a criterion for tagSNP of r2N0.8 and minor allele frequency (MAF)N0.05. We also
included six non-synonymous SNPs at APOL1, and several SNPs at PPP1R1B and DAOA
that allow the identification of the haplotypes previously reported to be associatedwith
schizophrenia and cognitive traits. SNPs were genotyped using the iPLEX MassArray
technology from Sequenom (San Diego, CA, USA), following the manufacturer's
instructions. SNPs that departed from the Hardy–Weinberg equilibrium, with more
than 25% of missing genotypes, or MAFb0.01, were eliminated from the study. As a
genotyping quality control, one CEPH trio (CEPH pedigree 1340, samples NA07019, NA
07029, and NA07062) was genotyped for all the SNPs. There were no Mendelian
inconsistencies and the genotypes agree with those present in HapMap data.
2.3. Test for recent natural selection
The long-range haplotype (LRH) test implemented in the Sweep program (Sabeti
et al., 2002) was used to detect alleles subject to recent positive selection, as described
elsewhere (Carrera et al., 2009). The test is based on the fact that positively selected
haplotypes present a LD surrounding them higher than expected by chance, as their
rapid increase in frequency limits the action of recombination. We applied the LRH test
along the whole genome to data from HapMap CEU or YRI (Yoruba from Ibadan,
Nigeria) samples, as specifically indicated. Briefly, for each haplotype at each block of
the human genome (i.e., the core haplotype) as defined by the program, we estimated
the extended haplotype homozygosity (EHH), a measure of the long-range LD around a
haplotype. Specifically, EHH is the probability that two randomly chosen chromosomes
carrying the core haplotype of interest are identical for the entire interval from the core
region to a specified distance (in our case, 0.1 and 0.2 cM). Then, we calculated the
relative extended haplotype homozygosity (rEHH) as a measure of EHH corrected by
the recombination at the locus. Specifically, rEHH is the ratio of the EHH on the tested
core haplotype compared with the EHH of the grouped set of core haplotypes at the
region not including the core haplotype tested. Then, we compared the rEHH of the
haplotypes of interest with the empirical distribution of rEHH of haplotypes with
similar frequency along the human genome (20 bins, intervals of 5%). By this way,
haplotypes with LD higher than expected under neutral evolution can be detected as
outliers of the distribution.
2.4. Statistical analysis
Hardy–Weinberg (HW) equilibrium was tested using Haploview (Barrett et al.,
2005). This programwas also used to infer the frequency of the haplotypes and perform
case-control analyses by 2×2 (allelic) χ2 tests. In addition, a sliding-window haplotype
analysis (window size of 2 SNPs) was performed on the tagSNPs of APOL1 using the
maximum likelihood method implemented in Unphased (Dudbridge, 2008).
3. Results
3.1. Searching for recent positive selection
The LRH test didnot detect anyevidenceof recentnatural selectionat
the haplotypes of DAOA and PPP1R1B putatively associated to schizo-
phrenia and cognitive performance (Fig. 1). The LD around these
haplotypes presents normal levels for haplotypes at similar frequencies.
In the case of APOL1, recent natural selection has been described
for sub-Saharan African populations (The International HapMap
Consortium, 2007). Application of the LRH test to the YRI (individuals
with African ancestry) population from HapMap allowed us the
Fig. 1. Results of the LRH test at two different distances. The haplotypes under analysis
for APOL1 (A), DAOA (B), and PPP1BR1 (C) are represented by diamonds. An arrow
indicates the position of the unique haplotype with a P value lower than 0.05.
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identification of a recently selected haplotype at APOL1, consisting of
5347 bp, from SNP rs4280560 to SNP rs2227089. We also applied the
test to the CEU samples (individuals with European ancestry) from
HapMap. The haplotype selected in Africans presents a high value of
rEHH just at one distance, 0.2 cM (empirical P value=0.0298). There
are no other haplotypes at APOL1 showing clearer evidence of recent
positive selection (Fig. 1).
3.2. Association analysis
Four of the SNPs departed from HW equilibrium (Pb0.01), two
SNPs were monomorphic and one additional SNP has a frequency
lower than 0.01 (Table 1). These SNPs were removed from the
analysis. In the case of PPP1R1B and DAOA, we specifically tested
association with the haplotypes putatively involved in schizophrenia
risk and cognitive performance. For APOL1, we analyzed the haplotype
subject to selection in Africans as well as the tagSNPs, as a proxy for
common variants, both individually and as haplotypes of two
consecutive markers (sliding-windows analysis). There is no evidence
of association in our samples (Table 2).
4. Discussion
The allelic spectrum (i.e., number and frequency of different
alleles) of loci involved in susceptibility to complex diseases, shaped by
evolution, is critical for the design of studies aimed to find suscept-
ibility alleles. Thus, the use of an evolutionary genetics frameworkmay
facilitate the identification of these genes. Blekhman et al. (2008) have
shown that while Mendelian-disease genes are under widespread
purifying selection, the class of genes that affect complex disease risk
shows little signs of evolutionary conservation, possibly because this
category includes targets of both purifying and positive selection.
Crespi et al. (2007) have found a significant increase in genes subject to
recent positive selection among those putatively associated to
schizophrenia in comparison to a set of neuronal genes, although
this result may be considered preliminary due to the lack of genes
firmly established as schizophrenia susceptibility genes.
The antagonistic pleiotropymodelmight partially explain this positive
selection. To fit this model, one allele must confer an overall selective
advantage aswell as susceptibility to schizophrenia. Thus, as a first step to
test this hypothesis, we searched for recent positive selection on the
haplotypes putatively related to both improved cognitive performance
and schizophrenia risk at the DAOA and PPP1R1B genes (Meyer-
Lindenberg et al., 2007; Opgen-Rhein et al., 2008). We failed to identify
any sign of recent selection at these haplotypes. In addition, the haplotype
at APOL1 selected in the African population of HapMap shows less clear
evidence of selection in Europeans. However, the absence of these signs
must not be considered a definitive proof against the antagonistic
pleiotropy model, if we take into account that the identification of
haplotypes subject to recent natural selection is a difficult task, with an
unknown proportion of both false-positive and false-negative results
(Kelley et al., 2006; Sabeti et al., 2006; Voight et al., 2006). Furthermore,
although antagonistic pleiotropy does not lead to a stable polymorphism,
the conflicting fitness effects on different traits could lead to a longer
persistence of the different alleles at intermediate frequencies (Keller and
Miller, 2006). Therefore, there is more chance for recombination to dilute
the mark of positive selection.
We also tried to replicate the former associations in the case of the
haplotypes of DAOA and PPP1R1B, as well as to analyzed putative
association with APOL1. The lack of association strongly suggests that
these haplotypes, putatively related to better cognitive performance
or pathogen resistance, do not fit the antagonistic pleiotropy model.
Although antagonistic pleiotropy cannot be ruled out as an explana-
tion for the existence of some proportion of susceptibility alleles, there
Table 2
Case-control association results.






CCCCGb 16.1 (282) 14.8 (602) 0.4785
PPP1R1B
haplot
CGCTGAc 73.9 (297) 76.2 (596) 0.291
APOL1
haplot
CAd 47.1 (301) 48.6 (604) 0.5643
rs4280560 T 51.3 (301) 49.3 (604) 0.4057 0.7373
rs2227089 T 38.7 (279) 37.9 (598) 0.7379 0.7081
rs5756115 G 8.2 (214) 8.2 (466) 0.9885 0.3869
rs9610467 A 14.7 (289) 13.4 (584) 0.4416 0.4937
rs136147 G 55.5 (301) 53.1 (604) 0.3475 0.6103
rs136148 C 39.3 (298) 37.3 (587) 0.4235 0.7163
rs4820224 A 15.3 (298) 14.7 (586) 0.7406 0.7645
rs713753 C 39.7 (301) 37.9 (597) 0.4481 0.8696
rs2239785 A 22.1 (301) 21.1 (603) 0.6142 0.1846
rs136175 G 21.8 (298) 20.1 (587) 0.4012 0.2451
rs136176 G 21.6 (301) 20.1 (603) 0.4487 0.2902
rs41297245 A 6.3 (301) 4.4 (601) 0.0816 0.1717
rs3886200 C 54.5 (297) 51.2 (600) 0.1775 0.3689
rs2012928 A 15.3 (301) 14.5 (600) 0.6588 0.5203
rs136179 T 37.1 (298) 34.5 (582) 0.2908
a P value of haplotypic tests using a sliding-windows approach with a window size of
two SNPs. The P value of the haplotype is located on the row of the first SNP.
b Haplotype associatedwith better semantic fluency and schizophrenia susceptibility.
Order of SNPs: rs1570709, rs9586843, rs7324448, rs1575633, rs7329966.
c Haplotype associatedwith more efficient intrastriatal processing and schizophrenia
susceptibility. Order of SNPs: rs4795390, rs879606, rs11651497, rs907094, rs3764353,
rs3764352.




Gene SNP_ID HW P vala %Genob MAc MAFd
APOL1 rs4280560 0.415 100 C 0.499
APOL1 rs2227089 0.196 96.9 T 0.381
APOL1 rs4821472 0.000 100 C 0.122
APOL1 rs5995271 0.000 75.4 T 0.164
APOL1 rs6000218 0.000 74.8 A 0.487
APOL1 rs5756115 1.000 75.1 G 0.082
APOL1 rs9610467 0.166 96.5 A 0.138
APOL1 rs136147 0.161 100 T 0.451
APOL1 rs136148 0.032 97.8 C 0.380
APOL1 rs4820224 0.807 97.7 A 0.149
APOL1 rs713753 1.000 99.2 C 0.385
APOL1 rs2239785e 0.724 99.9 G 0.214
APOL1 rs136175e 0.805 97.8 G 0.207
APOL1 rs136176e 0.739 99.9 G 0.206
APOL1 rs16996616e 1.000 98 A 0.005
APOL1 rs41297245e 0.645 99.7 A 0.050
APOL1 rs3886200 0.555 99.1 T 0.477
APOL1 rs2012928 0.598 99.6 A 0.148
APOL1 rs136179 0.327 97.2 T 0.354
APOL1 rs41311348f 1.000 96.9 – 0.000
APOL1 rs4821475 0.0088 99 T 0.239
APOL1 rs60910145e 1.000 99.7 – 0.000
PPP1R1B rs4795390 0.397 100 G 0.185
PPP1R1B rs879606 0.407 99.9 A 0.188
PPP1R1B rs11651497 0.941 97.9 T 0.238
PPP1R1B rs907094 0.805 99.5 C 0.243
PPP1R1B rs3764353 0.804 100 A 0.242
PPP1R1B rs3764352 0.870 99.4 G 0.244
DAOA rs1570709 1.000 98.4 C 0.168
DAOA rs9586843 0.676 99.2 T 0.181
DAOA rs7324448 0.534 96.7 T 0.228
DAOA rs1575633 0.928 97.4 A 0.253
DAOA rs7329966 0.361 99.7 G 0.460
a P value for Hardy–Weinberg equilibrium.
b Percentage of samples successfully genotyped at each SNP.
c Minor allele (genomic + strand).
d Minor allele frequency.
e Coding non-synonymous SNP.
f Coding frameshift SNP.




is no experimental evidence to date. On the contrary, there is an
increasing evidence of the important role of rare variants, probably
under mutation-selection balance, in the genetic susceptibility to
schizophrenia (International Schizophrenia Consortium, 2008; Ste-
fansson et al., 2008; Walsh et al., 2008), in general agreement with
evolutionary genetics (Keller and Miller, 2006; Kryukov et al., 2007).
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The existence of common alleles of susceptibility to complex diseases of reduced 
fertility, such as schizophrenia, may be considered an evolutionary paradox, except if 
their effect is almost negligible. Two main evolutionary models have been proposed to 
explain the existence of common variants of susceptibility to complex diseases, the 
ancestral susceptibility model and the antagonistic pleiotropy model. Recent adaptive 
selection plays a key role in both models, suggesting that genes subject to incomplete 
selective sweeps have greater probability to present common variants of susceptibility 
to complex diseases of reduced fertility. 
Results 
In order to test the role of recent adaptive selection on the existence of common variants 
of susceptibility to schizophrenia, a list of 1694 genes that are functional candidates to 
be involved in schizophrenia etiopathology were compiled as the first step. Application 
of the long range haplotype test to the CEU samples from HapMap phase II led to the 
identification of strong evidence of incomplete selective sweeps at 12 of the 1694 genes. 
The 12 selected haplotypes were analyzed by a case - control association study 
comprising 391 schizophrenic cases and 659 controls from Spain. One gene, PTPN13, 
presented a haplotype subject to recent natural selection associated with protection 
against schizophrenia (trend test P = 0.002, corrected P = 0.024). 
Conclusions 
This study used a novel strategy based on evolutionary biology to identify common 
susceptibility variants to schizophrenia, a complex disease associated to reduced 
fertility. This strategy led to the identification of common variants of susceptibility to 
schizophrenia at one gene, PTPN13, although the result is pending of replication in 
larger samples. Taking into account the limits in the identification of footprints of recent 
selection as well as in the choice of putative functional candidate genes related to 
schizophrenia, our results suggest that a less stringent threshold to consider a gene as 
subject to recent natural selection, use of different tests to identify selection and/or 
analysis of additional genes may lead to the identification of other common variants of 
susceptibility to schizophrenia. 
 




Schizophrenia is a chronic severe psychiatric syndrome which affects people from all 
over the world, with a lifetime prevalence of 0.72% [1]. It often starts in young 
adulthood [2] and is associated with reduced fertility [3, 4] and high rates of suicide, 
generally near onset of the illness [5]. It is a highly heritable complex trait, which 
results from a combination of genetic and environment predisposing factors [6]. Its 
heritability was estimated as 65-81% [7, 8]. 
The elevated prevalence of schizophrenia despite its high heritability, early onset and 
reproductive disadvantage is considered an evolutionary paradox [9, 10]. According to 
the evolutionary theory, it is expected that genetic variants associated with loss of 
fitness are pruned out from the genetic pool through purifying selection and as a 
consequence, these variants and the related phenotypes should be rare. Therefore, how 
common variants conferring risk to schizophrenia circumvent this negative pressure 
remains an enigma. An obvious explanation is that each individual common variant 
escapes the action of natural selection because of is near negligible effect, being neutral 
from a selective perspective. Two additional evolutionary models have been proposed to 
explain the existence of common variants with non negligible risk. 
The ancestral susceptibility model [11] states that some genetic variants that were 
advantageous or neutral in ancestral populations, might now be miss-adapted to the 
current human lifestyle and environment, increasing susceptibility to certain complex 
diseases. There are some clear examples in the literature fitting the ancestral 
susceptibility model in complex diseases [12]. Regarding schizophrenia, our group has 
described a haplotype at MAOB subject to recent positive selection while ancestral 
haplotypes confer an increased risk to schizophrenia, in agreement with the ancestral 
susceptibility model [13]. 
The antagonistic pleiotropy model [14] proposes that genetic variants that increase 
susceptibility to a fitness-reducing disease could reach high frequency in populations if 
they are also associated with a trait that confers a selective advantage. For instance, it 
has been suggested that some alleles related to susceptibility to schizophrenia may have 
undergone recent positive selection associated with aspects of creativity or language 
[15, 16]. Our group has tested three genes that were candidate to fit this model [17-19], 
but with negative results [20]. 
The consideration of these models would be useful to guide the search for common 
susceptibility variants, focusing on those variants subject to recent positive selection. In 
addition, this strategy is supposed to enrich the study in functionally different alleles, as 
they are non neutral, and so this increases the probability to find pathogenic variants.  
The progress of dense maps of human genetic variations has allowed whole-genome 
scans to detect the genetic footprint of recent positive selection. There are several tests 
for these scans. One of these tests is the long-range haplotype (LRH) test [21], which 
identifies events of incomplete selective sweeps. The test is relied on the relationship 
between an allele's frequency and the extent of linkage disequilibrium (LD) surrounding 
it. Under neutral evolution, haplotype frequency is proportional to its age, and then, 




leading to a breakdown of LD. Nevertheless, frequency of haplotypes subject to recent 
positive selection may increase rapidly enough to reduce change that recombination 
destroys the association with nearby polymorphisms, and therefore such haplotypes will 
have an extension of LD around them larger than expected under neutral evolution 
according to their frequency. Assuming that most part of the human variability has 
evolved in a neutral mode [22], outliers of the empirical distribution of a statistic which 
measure the LD around common haplotypes, controlled for frequency and local 
variation in recombination rates, may be considered as candidates for selection.  
The aim of this study was to identify common susceptibility alleles to schizophrenia 
based on evolutionary models. To this goal, first we searched for evidence of recent 
adaptive selection on a large list of functional candidate genes, and then we tested for 






2.1- Samples  
The patient group consists of 391 individuals (67.26% males; mean age 50.97 ± 15.39 
years) diagnosed as schizophrenic patients according to the DSM-IV criteria and treated 
by the Galician Mental Health Service in the area of Santiago de Compostela (Galicia, 
NW Spain). Patients with mental retardation or comorbid neurological diseases were 
excluded. Written informed consent was obtained. The control sample consists of 659 
unscreened individuals (51.6% males; mean age 37.46 ± 12.41 years) obtained from 
blood donors at the Centro de Transfusión de Galicia (Santiago de Compostela). The 
research was carried out in accordance with the Declaration of Helsinki and was 
approved by the appropriate Ethic Committee. All samples are Spanish of Caucasian 
origin. 
 
2.2- Construction of a set of putative functional candidate genes 
Different sources were used to compile a list of putative functional candidate genes for 
schizophrenia susceptibility: 1) genes from the SchizophreniaGene database [23]; 2) 
genes under the Gene Ontology terms "nervous system development" and "synaptic 
transmission" [24]; 3) genes under the Panther terms "neurogenesis" and "synaptic 
transmission" [25]; 4) genes from SYNAPSEdb [26]; 5) genes from the DISC1 
interactome [27]; 6) other previously compiled lists from bibliography, based on 
functionality or differential expression [28-31]. The list was fully assembled prior to our 
analyses. 
 
2.3- Test for recent positive selection  
The LRH test was performed across the genome on phased genotype data from CEU 
samples (CEPH, Utah residents with European ancestry) of the phase II HapMap, as 
implemented in the Sweep program [21]. Firstly, for each haplotype at each haplotype 
block of the human genome defined by the program (i.e., the core haplotype), we 
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estimated the extension of LD around it by calculating the extended haplotype 
homozygosity (EHH), i.e, the probability that two randomly chosen chromosomes 
carrying the core haplotype of interest are identical by descendent for the entire interval 
from the core region to a specified distance [21]. Instead of analyzing EHH at a single 
point, we measured the EHH value at four genetic distances, ± 0.1 and 0.2 cM to 
identify more robust evidence of selection. Following, we calculated the relative EHH 
(rEHH), defined as the ratio of the EHH on the tested core haplotype compared with the 
EHH of the grouped set of core haplotypes at the region, excluding the core haplotype 
tested [21]. In this manner, EHH value is corrected by the influence of different 
recombination rates along the genome using the other haplotypes of the block. Finally, 
we compared the rEHH value of the haplotypes of interest with the empirical 
distribution of rEHH values of all haplotypes with similar frequency of the human 
genome (20 bins of frequency, intervals of 5%). In that way, haplotypes potentially 
subject to recent positive selection are detected as outliers of the empirical distribution 
of rEHH values. 
To increase confidence in the value of the test, we consider only core haplotypes at 
frequencies higher than 10% and with at least 3 of the four measures of EHH, 
corresponding with the four genetic distances, higher than 0.1. A haplotype was 
considered putatively subject to recent natural selection if the P value of the LRH test 
was lower than 0.01 at least at 3 of the four genetic distances. 
 
2.4- SNP selection and genotyping 
Appropriate tag SNPs to distinguish the previously identified selected haplotypes were 
chosen using LD data from HapMap CEU samples. SNPs were genotyped by mass 
spectrometry (MALDI-TOF) using the Sequenom MassArray iPLEX genotyping 
system (San Diego, CA, USA), following manufacturer's instructions. Genotyping was 
done at the Santiago de Compostela node of the Spanish National Genotyping Center 
(CEGEN). 
 
2.5- Statistical Analysis 
For those selected haplotypes tagged by more than one SNP, inference of haplotype 
phase from the genotype data was performed using PHASE version 2.1 [32]. Deviations 
from Hardy-Weinberg (HW) equilibrium were calculated using the Haploview program 
[33]. Case-control analyses were performed in each gene by Cochran-Armitage test for 
trend implemented in WINPEPI v10.5 [34]. 
 
 
3. Results  
 
Our compilation of putative functional candidate genes consisted of 1749 genes, 
approximately 7% of the total genes (Supplementary Table 1). Using the LRH test in 
data from the HapMap CEU samples, we identified strong signals of selection on 
specific haplotypes in twelve of those genes (Table 1). Several of them have been 




In order to test for association of these recently selected haplotypes with schizophrenia, 
we genotyped 17 SNPs tagging the selected haplotypes in our case-control sample. One 
SNP, the one tagging TUBB haplotype, departed from HW equilibrium (P = 0.001). 
Nevertheless, inspection of the genotypic clusters did not show any apparent error 
explaining this departure. Therefore, as departure for HW equilibrium may be due to 
current natural selection, the SNP was not excluded for the analysis. 
As shown in Table 2, the selected haplotype of PTPN13 was significantly over-
represented in controls (Trend test P = 0.0020; OR heterozygous = 0.66, 95% CI, 0.49 - 
0.89; OR homozygous for the selected haplotype = 0.48, 95%CI, 0.20 - 1.14). This 
result remains significant after Bonferroni's correction for 12 tests (corrected P = 
0.024). The core haplotype includes the non-synonymous SNP rs2230600, in perfect 
LD with the genotyped SNP rs17420966. The derived allele of rs2230600 is always 
associated with the selected haplotype (Figure 1). Another haplotype in the synaptic 
transmission gene SNTG1 is nominally associated (P = 0.046), but did not resist 





In this work, we used an original strategy based on evolutionary biology to find 
common variants of susceptibility to schizophrenia focusing on haplotypes subject to 
recent natural selection in a list of putative functional candidate genes. Although the list 
is far from being complete, due to the low knowledge of both the molecular biology 
basis of schizophrenia as well as the function of many human genes, it represents more 
than 7% of the human genes, comprising genes with plausible functional link to 
schizophrenia. Using this strategy, we identified a common haplotype of protection 
against schizophrenia at PTPN13; an association that remains significant after 
Bonferroni's correction. PTPN13 seems to be over-expressed in prefrontal cortex of 
schizophrenic patients [30]. 
PTPN13 is a large intracellular protein with a modular structure consisting of diverse 
protein-protein interaction modules (Figure 2A) [35]: a KIND domain of unknown 
function, a FERM domain, typical of proteins that act as plasma membrane-
cytoskeleton linkers, five different PDZ domains involved in protein-protein 
interactions, and one protein tyrosine phosphatase domain, which is located at the C-
terminus [35]. PDZ domains are often found in tandem arrays, as in PTPN13, in which 
the PDZ domain-containing protein serves as a central scaffolding protein facilitating 
the assembly of a multiplicity of different proteins [36]. The haplotype identified in our 
study is located at the core of the protein, and includes four PDZ domains, from 2 to 5. 
The missense SNP rs2230600 is located at the third PDZ domain (Figure 2). 
Nevertheless, we must take into account that in case of two or more PDZ domains 
connected in tandem, the target binding properties of each domain may be affected by 
the other domains [36]. 
PTPN13 is expressed in several tissues and is involved in multiple functions. There are 
several proteins known to interact with PDZ domains of PTPN13 [35]. The role of 
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PTPN13 in brain development and function may be inferred by their protein partners. 
Thus, PTPN13 binds the neurotrophins receptor NGFR through the second PDZ domain 
[37], probably controlling neuronal cell death during development [38]. Ephrin B 
interacts with the fourth PDZ domain and serves also as a substrate for the protein 
tyrosine phosphatase domain. PTPN13 colocalized with Ephrin B in membrane lipid 
rafts of cultured cortical neurons [39]. Ephrin B has important roles in processes such as 
axon guidance, synaptogenesis, synaptic plasticity and proliferation of neural stem cells 
[39]. PRK2 interacts with the third PDZ domain of PTPN13 [40]. PRK2 is a cytosolic 
serine/threonine kinase involved in the modulation of the cytoskeleton [41]. 
Interestingly, it has being found as a constituent of synaptosomes of human cerebral 
cortex [42].  
Thus the concrete combination of variants integrating the selected haplotype of 
PTPN13, that include several missense SNPs (Figure 1),would implicate some subtle 
effects on protein binding that would reduce the risk of developing schizophrenia. 
Nevertheless, the result is pending of replication analysis to discard or confirm the 
association of PTPN13 with schizophrenia susceptibility. 
Until recently, the study of natural selection in humans has largely been restricted to 
comparing individual candidate genes to theoretical expectations. The advent of 
genome-wide sequence and polymorphism data has allowed the use of empirical 
distributions of DNA sequence variation across the human genome to identify signals of 
positive selection. However, as we do not know the proportion of the genome that has 
undergone positive selection during evolution, we cannot define precise thresholds to 
calculate the probability of selection of an outlier of the rEHH distributions. Therefore, 
in addition to evidence of selection by a specific test, the declaration of selection at a 
locus should be enhanced by other functional evidence, such as finding an association 
with a specific phenotype [43]. The functional evidence supporting selection at PTPN13 
would come from the association with schizophrenia revealed in the present work, as 
well as from association with squamous cell carcinoma of head and neck, as reported 
previously [44]. The G allele at rs2230600, corresponding to the selected haplotype, is 
associated with an increased risk of squamous cell carcinoma of head and neck. 
Recently, it has been argued that events of natural selection in which a beneficial 
mutation arises and rapidly fixes in the population were not the dominant mode of 
human adaptation. Other types of selection, such as polygenic selection or selection on 
standing variation, may be more probable [45]. If this is the case, a proportion of signals 
identified in our scan would correspond to other modes of selection. This type of 
adaptive selection may be more difficult to be detected than typical selective sweeps. 
Therefore, the role of recent adaptive selection on the existence of common alleles of 
schizophrenia susceptibility may be higher than appreciated. Currently, there are a few 
examples of genes showing common variants of susceptibility due to recent natural 
selection, such as MAOB [13], GABRB2 [46] or DRD3 [47, 48]. In addition, balancing 
selection has been suggested to explain the existence of polymorphisms at two 
schizophrenia associated loci, the Val158Met SNP at COMT [49, 50] and the variants at 




One limitation of our study is the sample size, which has little power to detect small 
genetic effects. In this regard, the filters applied to the LRH test may result quite strict, 
and it would be that many of the candidate genes have softer signals of selection. 
Nevertheless, this restriction responds to a need in limiting the number of tests 
performed in the study to avoid a very stringent correction for multiple tests. 
In summary, although we analyzed only a subset of genes involved in schizophrenia 
risk and most probably detected only some of the genes subject to recent natural 
selection from this subset, this strategy led to the identification of a common haplotype 
involved in schizophrenia susceptibility, pending on replication in additional samples. 
Reduction of the threshold to consider a gene as subject to recent natural selection, use 
of different tests to identify selection and/or analysis of additional genes may lead to the 
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Figure 1. Variation of rEHH with distance from the core haplotypes at the PTPN13 
Selected  haplotype. Only haplotypes at frequency higher than 1% are shown. 
 






Figure 2. A. Structure of PTPN13, corresponding o the transcript ENST00000436978 
from the ENSEMBL genome browser. Exons are represented by vertical rectangles, 
introns by horizontal lines, and functional domains as specified in the figure. The 
selected haplotype is located on the core of the protein, and spans four of the five PDZ 
domains. B. Location of the SNPs defining the selected haplotype. Note that the core 
haplotype defined by the Sweep Program comprises from SNP 3 to 20, twenty SNPs 
altogether, adding monomorphic SNPs not represented in the figure. This is by default 
the maximum number of SNPs allowed in each haplotype block defined by the 
program, but inspection of the region reveals that the selected haplotype spans three 
more SNPs, as shown in figure. Sequence of the selected haplotype (marked by an 
arrow) as well as the other haplotypes defined by the SNPs is indicated, with each 
frequency at the right side (only haplotypes at frequency higher than 0.01 are shown). 
Non synonymous SNPs are in bold type. Tag SNPs defining the selected haplotype are 
marked by *. The numbers of SNPs correspond as follows: 1: rs10033029; 2: 
rs11097118; 3 rs12512858; 4: rs11097119; 5: rs12498681; 6: rs2230600; 7: 
rs17420966; 8: rs12500797; 9: rs12509560; 10: rs11097120; 11: rs12507034; 12: 
rs12499471; 13 : rs13148078; 14: rs9993838; 15: rs12499477;16 : rs17012072; 17: 
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Association Study of Nonsynonymous Single
Nucleotide Polymorphisms in Schizophrenia
Noa Carrera, Manuel Arrojo, Julio Sanjuán, Ramón Ramos-Ríos, Eduardo Paz, Jose J. Suárez-Rama,
Mario Páramo, Santiago Agra, Julio Brenlla, Silvia Martínez, Olga Rivero, David A. Collier, Aarno Palotie,
Sven Cichon, Markus M. Nöthen, Marcella Rietschel, Dan Rujescu, Hreinn Stefansson, Stacy Steinberg,
Engilbert Sigurdsson, David St. Clair, Sarah Tosato, Thomas Werge, Kari Stefansson,
Jose Carlos González, Joaquín Valero, Alfonso Gutiérrez-Zotes, Antonio Labad, Lourdes Martorell,
Elisabet Vilella, Ángel Carracedo, and Javier Costas
Background: Genome-wide association studies using several hundred thousand anonymous markers present limited statistical power.
Alternatively, association studies restricted to common nonsynonymous single nucleotide polymorphisms (nsSNPs) have the advantage of
strongly reducing the multiple testing problem, while increasing the probability of testing functional single nucleotide polymorphisms
(SNPs).
Methods: We performed a case-control association study of common nsSNPs in Galician (northwest Spain) samples using the Affymetrix
GeneChip Human 20k cSNP Kit, followed by a replication study of the more promising results. After quality control procedures, the discovery
sample consisted of 5100 nsSNPs at minor allele frequency 5% analyzed in 476 schizophrenia patients and 447 control subjects. The
replication sample consisted of 4069 cases and 15,128 control subjects of European origin. We also performed multilocus analysis, using
aggregated scores of nsSNPs at liberal significance thresholds and cross-validation procedures.
Results: The 5 independent nsSNPs with false discovery rate q  .25, as well as 13 additional nsSNPs at p  .01 and located in functional
candidate genes, were genotyped in the replication samples. One SNP, rs13107325, located at the metal ions transporter gene SLC39A8,
reached significance in the combined sample after Bonferroni correction (trend test, p  2.7  106, allelic odds ratio  1.32). This SNP
presents minor allele frequency of 5% to 10% in many European populations but is rare outside Europe. We also confirmed the polygenic
component of susceptibility.
Conclusions: Taking into account that another metal ions transporter gene, SLC39A3, is associated to bipolar disorder, our findings reveal
a role for brain metal homeostasis in psychosis.
Key Words: Metal brain homeostasis, metal ion transporters, psy-
chosis, SLC39A8, whole-genome association, ZIP8
S chizophrenia is a complex disorder with high heritability (1,2).Recent genome-wide association studies (GWAS) involvingseveral thousand samples identified a few loci strongly asso-
ciated with schizophrenia, at the major histocompatibility complex,
and the genes NRGN and TCF4 (3–5). Each one of the loci presents a
very low effect (odds ratio [OR]  1.3). The International Schizo-
phrenia Consortium (ISC) used a test based on the aggregated
score of all single nucleotide polymorphisms (SNPs) at liberal signif-
icance thresholds to provide some evidence for the existence of
common polygenic variation contributing to risk of schizophrenia
(3). This result has been confirmed in a Japanese population (6).
Another gene initially identified in GWAS of 479 cases and 2937
control subjects (7), ZNF804A, has been confirmed as a schizophre-
nia susceptibility gene in follow-up studies (8,9). In addition, rare
variants may also play an important role, as revealed by copy num-
ber variant analysis (10 –13).
Genome-wide association studies are based on linkage disequi-
librium (LD), using several hundred thousand marker SNPs, most of
them with very low a priori probability to be involved in disease.
This generates an important problem of multiple testing, requiring
a very low p value to declare significance. The analysis of GWAS
results revealed that nonsynonymous SNPs (nsSNPs) (SNPs that
change the sequence of the protein encoded by a gene) are the
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functional class with higher probability to be associated with dis-
ease (14). Nonsynonymous SNPs present lower LD than intronic or
intergenic SNPs, being more likely singletons, i.e., SNPs that only tag
themselves (15). Around 35% of nsSNPs in HapMap phase II Utah
residents with Northern and Western European ancestry from the
CEPH collection (CEU) samples are singletons at r2  1 (15). There-
fore, if they are not included in GWAS panels, there may be a lack of
power to detect association with these nsSNPs using tagging SNPs.
For instance, only 45% of the common nsSNPs (minor allele fre-
quency  5%) on the Illumina (San Diego, California) Human NS-12
BeadChip panel (a panel specifically designed to capture 11,649
nsSNPs) are tagged at r2  1 by markers on the Affymetrix (Santa
Clara, California) 500K GWAS panel (16). Furthermore, nsSNP panels
are expected to be more useful for testing individual profiles based
on aggregated SNP scores because of the enrichment in functional
variants. In agreement with this, the ISC found a stronger polygenic
effect for SNPs within annotated genes (3).
Here, we describe our case-control association study of schizo-
phrenia using the Affymetrix GeneChip Human 20k cSNP Kit, spe-
cifically designed to genotype 14,000 nsSNPs, including all the
validated nsSNPs present in the database of single nucleotide poly-
morphism (dbSNP) b124 (National Center for Biotechnology Infor-
mation [NCBI], Bethesda, Maryland) that could be accurately geno-
typed. We used two strategies of analysis based on individual
nsSNPs as well as nsSNPs in multilocus data.
Methods and Materials
Discovery Sample
The cases sample was constituted by 509 schizophrenia patients
attending the Galician Public Health Services of the Santiago de
Compostela area. All the cases met the DSM-IV criteria for schizo-
phrenia, as determined by consensus of the treating psychiatrist
and a member of the research team, both senior clinical psychia-
trists, after making a complete review of all the psychiatric records,
which usually included many years of treatment. The DSM-IV diag-
nosis was then confirmed by the psychiatrist of the research team
by means of an unstructured interview. All patients presented a
diagnostic stability of at least 2 years. Patients with schizoaffective
disorders were excluded. The mean age was 52.3  15.6 years old
(range: 21– 89) and 67% were male patients. All the cases gave their
written informed consent to participate in this study, which was
approved by the Ethical Committee of Clinical Research from Gali-
cia, Spain. All patients were of European origin from Galicia (North-
west Spain).
The control group consisted of 519 blood donors at the Galician
Transfusion Center at Santiago de Compostela. They were of Gali-
cian origin and were not specifically screened to exclude psychiatric
disorders. The mean age was 43.11  10.9 years old (range: 20 – 67)
and 48% were male participants. Donors were not financially remu-
nerated, making it unlikely that socially disadvantaged groups,
which might have higher rates of schizophrenia, were overrepre-
sented. Therefore, taking into account the prevalence of schizo-
phrenia, the impact of using unscreened control subjects may be
negligible.
Replication Samples
Two case-control samples from Valencia (East Spain) and Reus
(Northeast Spain) were genotyped for replication purposes. The
Valencia sample consisted of 438 cases (66% male cases) and 419
control subjects (63% male subjects). Schizophrenic patients were
both inpatients and outpatients from the Valencia University Hos-
pital, meeting the DSM-IV criteria for schizophrenia diagnosis as
determined by consensus of two senior clinical psychiatrists. All
patients had a minimum of 1 year evolution of the illness. The
control subjects were recruited from the same geographical area
and were screened with a semistructured interview, including
questions regarding psychological or psychiatric treatment to dis-
card personal history of psychiatric disorder. All the participants
gave their written informed consent to enter in this study. The study
was approved by the Ethical Committee of the Medicine Faculty,
University of Valencia. All the samples were of Spaniard origin.
The Reus samples consisted of 494 cases (62% male cases) and
614 control subjects (52% male subjects), all born in Spain and of
European origin. The cases were both inpatients and outpatients
from the Hospital Psiquiàtric Universitari Institut Pere Mata (Reus,
Spain), meeting the DSM-IV criteria for schizophrenia diagnosis,
evaluated as previously described (17). Control subjects from the
same geographical area were recruited from primary care centers
and were screened to discard psychiatric disease using the 28-scale
global health questionnaire (more details in [17]). Informed consent
was obtained from all participants and the study was approved by
the corresponding Medical Ethical Committee.
Additional samples were from the SGENE-plus Consortium
(http://www.sgene.eu/). There were 3137 schizophrenic patients
and 14,095 control subjects from England, Finland (Kuusamo and
general population), Germany (Munich and Bonn), Iceland, Italy,
Scotland, and Denmark (described in [5]). The Denmark samples,
comprising 541 schizophrenic patients and 474 control subjects,
were included in the SGENE-plus collection after publication of the
GWAS (5). Patients were recruited to the Danish Psychiatric Biobank
from the psychiatric departments of the six hospitals in the Copen-
hagen region and were clinically diagnosed with schizophrenia
according to ICD-10 (F20) without ever having received a diagnosis
of mania or bipolar illness (F30 or F31). An experienced research and
consultant psychiatrist verified the high reliability of the clinical
diagnoses using the Operational Criteria Checklist for Psychotic and
Affective Illness (18). The control subjects were recruited through
the Danish Blood Donor Corps in the Copenhagen area; apparent
behavioral abnormality was an exclusion criterion.
Genotyping
Genotyping was done using the Affymetrix GeneChip Human
20k cSNP Kit following manufacturer’s instructions. This kit uses the
molecular inversion probe technology (19) to genotype two panels
that contain all the validated nsSNPs in dbSNP124 that could be
accurately genotyped, 164 ancestry informative markers, addi-
tional nonvalidated nsSNPs, and several internal controls and dupli-
cates. Mapping of this set of SNPs in the version 56 of ENSEMBL
(http://www.ensembl.org) variation identified 14,135 nsSNPs. As a
technical validation, the array includes 77 SNPs in duplicate. In
addition, seven samples were genotyped twice. The concor-
dance rate based on these genotypes was 99.17% (171,302 of 172,
725 comparisons). Figure S1 (Supplement 1) shows the cluster plots
for the most significant nsSNPs. Sequenom (San Diego, California)
MassArray iPLEX genotyping system was used to genotype the 18
nsSNPs in the replication phase in Valencia and Reus samples, fol-
lowing manufacturer’s instructions.
SGENE-plus samples were genotyped using different platforms
and genome-wide association arrays, as described previously (5).
Denmark samples were genotyped using Illumina 370K or 610K
arrays. Proxy SNPs at high LD were used when the interesting
nsSNPs were not genotyped in SGENE-plus samples.
Genotyping Quality Control Procedures
Five exclusion criteria for SNPs were applied as genotyping qual-
ity control: 1) SNPs if there were no missense SNPs according to
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ENSEMBL variation version 56, 2) minor allele frequency lower than
5%, 3) genotyping call rate lower than 95%, 4) significant difference
in call rates between cases and control subjects (p  .001), and 5)
departure from Hardy-Weinberg equilibrium in control samples
(p  .001).
Five filters were applied to the samples, removing those with 1)
less than 90% European ancestry (see Population Stratification), 2)
inconsistencies between the expected sex and that based on geno-
types, 3) cryptic relatedness detected by identity by state values
higher than .2, 4) call rate lower than 95%, and 5) heterozygosity
levels that departed three standard deviations from the mean. The
exact order of application of SNP and sample quality control filters is
shown in Table S1 (Supplement 1). Finally, for the relevant associa-
tions, genotype cluster plots were reviewed to check genotype
calling (Figure S1 in Supplement 1).
Population Stratification
The percentage of European ancestry in each sample was esti-
mated running Structure v2.3.1 (http://pritch.bsd.uchicago.edu/
structure.html) (20). Samples were removed if they showed less
than 90% European ancestry as determined using the 130 ancestry
informative markers of the panel that passed quality controls and
were also genotyped in HapMap samples. HapMap CEU, YRI (Yo-
ruba in Ibadan, Nigeria), and CHB (Han Chinese in Beijing, China)/
JPT (Japanese in Tokyo) individuals were used as reference samples
and the program was run under the admixture model with 100,000
replications for the burnin period and 100,000 replications after
burnin for parameter estimations (Figure S2 in Supplement 1).
The genomic inflation factor 	 (i.e., the median value of all asso-
ciation tests divided by the expected value under the null hypoth-
esis of no association) (21) was calculated for the primary analysis
and compared with the value for a logistic regression test, including
as covariates the first four quantitative indices of ancestry based on
a multidimensional scaling analysis, as implemented in PLINK v1.07
(http://pngu.mgh.harvard.edu/purcell/plink/) (22). For comparison
purposes, we also calculated 	1000, i.e., the inflation factor expected
in a study of 1000 cases and 1000 control subjects.
Statistical Analysis
The primary analysis was a Cochran-Armitage trend test, as im-
plemented in PLINK (22). To correct for multiple tests, false discov-
ery rate (FDR) was calculated in our primary tests on the discovery
sample using Q-Value software (http://genomics.princeton.edu/
storeylab/qvalue/) (23). We established a threshold of q  .25 (that
is, 25% of the tests declared significant will be false discoveries) for
inclusion of an nsSNP in the replication phase. In addition, we
included other nsSNPs with p  .01, based on their putative func-
tion (Supplement 1). Taking into account that joint analysis of data
from the different phases almost always increases the power to
detect association, despite more stringent significance levels (24),
the results of the discovery and replication samples were combined
using extended Mantel-Haenszel test for trend, considering 12 strata.
Heterogeneity among samples was measured by I2 (25). Statistical
analyses were done with WinPEPI (http://www.brixtonhealth.com/
pepi4windows.html) (26). Forest plots were drawn with the R pack-
age meta (http://www.r-project.org/index.html). Multiple tests cor-
rection was done by Bonferroni method considering the total
number of nsSNPs passing the quality control filters.
Multilocus Analysis
A tenfold cross-validation procedure was applied to the discov-
ery sample to detect polygenic effects, following a strategy similar
to that of the ISC (3). Basically, case-control samples were divided
into 10 subsets of equal size. Nine subsets were used to generate p
values and ORs for the different nsSNPs using allelic tests. Nonsyn-
onymous SNPs with p values under a predetermined threshold
were used to generate a score for the remaining one tenth of the
samples, as the testing subset. The score for each individual, calcu-
lated with PLINK, was the sum across nsSNPs of the number of
associated alleles (0, 1, or 2) at that nsSNP multiplied by the score for
that SNP, log (OR), averaging the score on those nsSNPs with miss-
ing genotyping data. To limit the effect of missing genotyping data,
we matched cases and control subjects for this value before the
tenfold partition. This procedure was repeated 10 times, using each
of the 10 subsets as the testing subset. Scores were compared
between cases and control subjects with a logistic regression
model, including subset and percentage of missing genotypes as
covariates. The multilocus analysis was based on a pruned set of
nsSNPs, after removing one for each pair of nsSNP at r2  .8. We also
considered a subset of nsSNPs based on its functional relevance. We
included all the genes present in SzGene (http://www.szgene.org/)
(27), a database of case-control association studies in schizophre-
nia, as well as those genes with a Gene Ontology (http://www.
geneontology.org/) (28) associated term related to synaptic trans-
mission and/or neurodevelopment, after manual review of all the
terms associated with the genes in the final set. To quantify the
value of the scoring nsSNPs to discriminate cases and control sub-
jects, we calculated the area under the curve (AUC) of the receiver
operating characteristic curve. The difference in the Nagelkerke
pseudo R2 between a model including scores and covariates and
the model including only covariates was calculated as a measure of
the percentage of variance explained by the scoring alleles, as in ISC




As shown in Table S1 (Supplement 1), the final set after applica-
tion of quality control filters consists of 5100 common nsSNPs
genotyped in 447 control subjects and 476 cases. The mean geno-
typing call rate for nsSNP in the final set was 98.91% (SD 1.16%),
while the mean genotyping call rate for samples was 98.91% (SD
.89%), without significant differences (t test, p value  .47) between
cases (98.89%) and control subjects (98.93%). The information cap-
tured by these 5100 nsSNPs is partially redundant, as there are
some nsSNPs in the same gene with high LD values. For instance,
276 and 387 nsSNPs present r2  .95 or r2  .90 with other nsSNPs of
the set of 5100, respectively.
Association Analysis at nsSNPs in the Discovery Sample
We used the Cochran-Armitage trend test as the primary analy-
sis to test for association in the discovery sample. Figure 1A shows
the quantile-quantile plot for the analysis. The inflation factor 	 was
estimated as 1.035 (	1000  1.068), a low value that more likely does
not reflect stratification, as it remains almost identical (	  1.034,
	1000  1.067) after correcting by the four main components of
ancestry using multidimensional scaling (Figure 1B). Figure S3 (Sup-
plement 1) shows the p values by genome location. Three hundred
eight nsSNPs present p values lower than .05, 70 lower than .01, and
8 lower than .001 (Table S2 in Supplement 1). Seven nsSNPs at five
genes present a FDR  .25 (Table 1). None of the markers reached
significance after Bonferroni correction. The top result is SNP rs6856
at the BSCL2 gene. According to the ENSEMBL database, this SNP is
synonymous in the main transcripts of BSCL2 but is nonsynony-
mous in the transcript ENST00000278893. Nevertheless, visual in-





spection of the genotype intensity clustering plot revealed subop-
timal assignment of genotypes (Figure S1 in Supplement 1). Thus,
the significance of this finding may be overestimated. As there was
no evidence of association in the replication samples (see below),
additional experiments to determine the correct genotype were
not done. Among the top results, there were several SNP in tight LD
in MKI67 (a gene involved in cellular proliferation) and rs17101193
in NRG3, the homologous of the schizophrenia risk gene NRG1.
Other interesting genes in relation to schizophrenia risk within the
top 25 results include MRPL40 located at the commonly deleted
region in the velocardiofacial syndrome; INSC, involved in nervous
system development; or BCHE, involved in cognition (Table 1 and
Supplement 1).
Comparison with previous GWAS results supports the role of
ZNF804A (Table 2). The two nsSNPs at ZNF804A with p  .05 are in
LD and in the expected phase within them (r2  .81 in our control
samples) and with rs1344706, the intronic SNP associated in the
previous GWAS (r2  .31 and .45 with rs12476147 and rs1366842,
respectively, in HapMap samples from Tuscan, Italy).
Replication in Independent Samples and Combined Analysis
Eighteen nsSNPs, including the most significant nsSNPs (q  .25)
as well as those nsSNPs with p  .01 and suggestive of involvement
in schizophrenia after bibliographic review (Table 1 and Supple-
ment 1) were genotyped in two additional case-control samples
from Spain. Additional data were obtained from the SGENE-plus
collection. Single nucleotide polymorphism rs13107325 at SLC39A8
(also known as ZIP8), reaches significance in the meta-analysis after
Bonferroni correction for 5100 tests (p  2.7  106) (Table 3; Table
S3 in Supplement 1 for detailed results). As shown in Figure S4
(Supplement 1), genotype cluster plots are of high quality, indicat-
ing that the association is not due to genotyping artifacts. There is
little heterogeneity among samples (I2  16.7%). After exclusion of
the discovery sample, rs13107325 presented a p value of .00036,
significant after Bonferroni correction for 18 tests. Heterogeneity
between samples was minimal (I2  0%).
We also performed allelic meta-analysis to discard overestima-
tion of the effects by chance in the trend test due to the low
frequency of homozygous for the risk allele. Allelic meta-analysis
confirmed the significance of the results (p  2.3  106; allelic
OR  1.32; 95% confidence interval, 1.18 –1.49; I2  15.8%). The
association was again significant after exclusion of the discovery
sample (p  .00033, OR  1.26, 95% confidence interval, 1.11–1.43;
I2  0%). Figure 2 shows the effects of rs13107325 at the genotype
and allele levels in the different populations.
Multilocus Analysis
Using a tenfold cross-validation method, we generated a list of
nsSNPs and associated ORs at a significance threshold of p  .05 in
each training test. This list was used to generate a score in each
testing test, based on the sum of log (OR). As shown in Table 4, there
is a significant difference in the score of cases and control subjects
(p  .0068) in the expected direction (i.e., cases scored higher than
control subjects), although the explanatory power is limited
(AUC  .545, Nagelkerke pseudo R2  .011). Repeating the same
procedure using a more liberal threshold (p  .1) increased the
discrimination between cases and control subjects (p  .0002,
AUC  .567, Nagelkerke pseudo R2  .021).
As it is possible that most of the scoring alleles are not true
schizophrenia susceptibility alleles, we repeated the analysis con-
sidering only that subset of nsSNPs located in genes with a function
putatively involved in schizophrenia susceptibility. This reduced
the number of nsSNPs to approximately one tenth. Although the
differences in scores are still significant, the scores did not improve
the explanatory power in comparison with the whole set of genes
(Table 4).
Figure 1. Quantile-quantile plots and 	 estimates for the main analysis
using Cochran-Armitage trend test (A) and the alternative analysis after
correction by the four main components of ancestry using multidimen-
sional scaling (B).
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Discussion
Our main result is the identification of one nsSNP, rs13107325,
which reached significance after Bonferroni correction in the anal-
ysis of the whole set, comprising 4545 schizophrenia patents and
15,575 control subjects. Taking into account that there is consider-
able LD among different nsSNPs, this correction is highly conserva-
tive. Several facts suggest that this SNP is the functional SNP
responsible for the association. First, the common allele at
rs13107325 encodes an alanine that is well conserved in mammals
and birds (29,30) (Figure S5 in Supplement 1). Second, the SNP gives
rise to a substitution of a hydrophobic amino acid, alanine, to hy-
drophilic polar amino acid, threonine. Third, this SNP is at low LD
with the rest of SNPs in HapMap samples (r2  .5). Finally,
rs13107325 has been recently associated with two related pheno-
types in genome-wide association studies, obesity and plasma
high-density lipoprotein cholesterol concentrations (31,32).
The minor allele was present at a frequency of 7% in our control
subjects from Spain and at similar frequency in the other European
samples with the exception of Nordic countries, which showed
lower frequencies (Figure S6 in Supplement 1). The SNP is almost
absent from non-European populations of the HapMap project
(2/482 alleles). Therefore, this nsSNP may be considered a rare
Table 1. Results of the Trend Test for Association for the Most Relevant SNPs in Phase I
SNPb Missing Rate Allelic Frequency OR (95% CI)g
Ranka (Minor Allele)c HWE pd Cases Controls Missing pe Cases Controls Trend pf FDR q Het Genotype Hom Genotype Gene
1 rs6856 [C]h .90 .04 .02 .012 .16 .24 1.5E-05 .07 .64 (.48–.85) .23 (.10–.55) BSCL2
2 rs997983 [C] .52 .00 .00 .484 .07 .13 2.8E-05 .07 .56 (.39–.79) .09 (.01–.73) MKI67
3 rs4750685 [A] 1.00 .00 .00 1.000 .07 .12 9.4E-5 .12 .57 (.41–.81) .06 (.00–1.15)i MKI67
4 rs17101193 [A] 1.00 .03 .01 .077 .04 .08 9.9E-05 .12 .47 (.31–.72) .12 (.01–2.42)i NRG3
5 rs7918199 [T] .83 .00 .01 .359 .07 .13 1.3E-04 .13 .56 (.40–.79) .14 (.02–1.16) MKI67
6 rs13107325 [T] .34 .01 .01 .767 .13 .08 3.2E-04 .25 1.84 (1.31–2.60) 2.12 (.63–7.10) SLC39A8
7 rs2276314 [G] .03 .01 .01 1.000 .21 .28 3.5E-04 .25 .58 (.44–.76) .65 (.36–1.19) C18orf21
10 rs964307 [G] .14 .00 .00 1.000 .24 .30 .0012 .51 .63 (.48–.83) .62 (.37–1.06) PKHD1L1
11 rs7575 [A] .03 .02 .02 1.000 .09 .14 .0012 .51 .58 (.42–.79) .83 (.17–4.15) MRPL40
19 rs17507577 [A] .02 .00 .01 .438 .07 .12 .0023 .57 .69 (.48–.99) .22 (.06–.77) INSC
21 rs1803274 [A]h .04 .05 .01 .001 .17 .22 .0025 .57 .60 (.45–.80) .82 (.38–1.75) BCHE
32 rs160277 [A] .840 .00 .01 .359 .44 .38 .0045 .66 1.43 (1.07–1.91) 1.67 (1.12–2.48) VCAN
33 rs540825 [T] .868 .00 .01 .113 .23 .17 .0046 .66 1.50 (1.13–1.99) 1.55 (.77–3.12) OPRM1
35 rs2303291 [T] .887 .00 .00 .234 .27 .21 .0048 .66 1.31 (.99–1.72) 2.04 (1.14–3.64) ITSN2
36 rs10282493 [A] .192 .00 .00 1.000 .16 .21 .0050 .66 .67 (.50–.88) .64 (.29–1.44) ICA1
44 rs7281684 [T] .564 .01 .02 .317 .13 .09 .0064 .69 1.28 (.92–1.78) 7.02 (1.58–31.11) ABCG1
53 rs1105168 [G] .047 .00 .00 1.000 .44 .50 .0074 .69 .71 (.52–.97) .60 (.41–.88) FAT2
56 rs12476147 [A] .610 .00 .00 .484 .43 .37 .0080 .69 1.14 (.86–1.52) 1.76 (1.19–2.62) ZNF804A
58 rs1801582 [C] .765 .01 .00 .062 .15 .20 .0083 .69 .60 (.44–.81) .87 (.45–1.69) PARK2
60 rs7603997 [T] .057 .00 .00 .234 .36 .30 .0084 .69 1.22 (.93–1.60) 1.91 (1.18–3.07) ITSN2
CI, confidence interval; FDR, false discovery rate; Het, heterozygous; Hom, homozygous; HWE, Hardy-Weinberg equilibrium; OR, odds ratio; SNP, single
nucleotide polymorphism.
aRank of SNP based on significance of the association.
bAll the SNPs were included in the replication phase except rs997983 and rs4750685 due to high linkage disequilibrium with rs7918199, the SNP at MKI67
with higher chance to work properly in the Sequenom assay.
cReferred to the plus strand.
dHardy-Weinberg equilibrium p value.
eFisher’s exact test for comparison of missing genotypes between cases and control subjects.
fCochran-Armitage test for trend.
gOR referred to homozygous for the major allele.
hVisual inspection of genotype clusters showed suboptimal assignment of genotypes for this SNP. Therefore, the significance of this SNP may be
overestimated.
iAn increment of .5 was added to each cell in 2  2 tables to calculate approximate ORs, as there were zero cases homozygous for the minor allele.
Table 2. nsSNPs at p  .05 in Loci Associated with Schizophrenia in Previous GWAS
Locus Tested nsSNPs Significant nsSNPsa Trend pb OR (95% CI)
ZNF804A 3 rs12476147 (T) .0079 1.29 (1.07–1.56)
rs1366842 (G) .0090 1.28 (1.07–1.55)
MHCc 52 rs1265754 (T) .0227 .62 (.42–.92)
NRGN 0   
TCF4 0   
CI, confidence interval; GWAS, genome-wide association studies; MHC, major histocompatibility complex;
nsSNP, nonsynonymous single nucleotide polymorphism; OR, odds ratio.
aMinor allele, referred to the plus strand.
bCochran-Armitage test for trend.
cDue to the complex linkage disequilibrium relationships within the MHC region, we considered the region
from gene SLC17A1 to HLA-DQA1 instead of specific genes.
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variant of small effect in most populations, a type of variant very
hard to identify by genetic tools. Its increase in frequency in some
European populations, probably by genetic drift, allowed its iden-
tification.
SLC39A8 is one of the 14 human members of the family 39 of
solute carrier transporters (SLC39), the metal ion transporters. It
acts in the transport of the essential metals manganese (Mn2
) and
zinc (Zn2
) (33,34), which play important roles in the development
and functioning of many organs, including the brain, although may
be neurotoxic at high concentrations (35,36).
Approximately 20% of Zn in the brain is located in synaptic
vesicles, instead of being protein-bound Zn (37), playing a role in
the neuromodulation of synaptic transmission and plasticity in lim-
bic structures and cerebral cortex (36,37). Manganese is a cofactor
of several enzymes, such as the antioxidant enzyme superoxide
dismutase, the main detoxifier of reactive oxygen species in the
mitochondria, or glutamine synthetase, involved in the conversion
of glutamate to glutamine in astrocytes. High levels of blood Mn
increase neuropsychiatric symptoms in people at risk of alcohol use
disorders (38). Excessive environmental exposure to Mn is neuro-
toxic, leading to parkinsonian as well as psychiatric symptoms such
as depression, agitation, or hallucinations (39). SLC39A8 also acts in
the transport of the nonessential neurotoxic metal cadmium
(34,40).
Among other processes, SLC39A8 is involved in uptake of these
cations from blood in vascular endothelial cells into different tissues
and organs (34,40). First, identified in monocytes after innate im-
mune activation, SLC39A8 is expressed in many tissues including
placenta (at high levels) and brain (at low levels) (29,33). Therefore,
SLC39A8 may be involved in metal homeostasis in the developing
embryo, acting at the blood-placental barrier, as well as in the brain,
acting at the blood-brain barrier (39,41).
Interestingly, a de novo deletion affecting SLC39A8 and 10 addi-
tional genes has been discovered in a patient with nonsyndromic
mental retardation (42). Although control subjects present some
deletions affecting some of these genes, this large deletion is ab-
sent from control subjects and there is not deletion in control
subjects affecting SLC39A8. Thus, according to the workflow for
decision making proposed by the authors, the copy number variant
may be considered as related to mental retardation.
Other members of the SLC39 family may be involved in psychi-
atric phenotypes. SLC39A3 has been associated with bipolar disor-
der, as revealed in meta-analysis of two GWAS (p  5  106) (43)
and subsequent replication study (44). Although far from genome-
wide significance, SLC39A11 was one of the most significant genes
in a GWAS study of major depressive disorder (45). In this regard, the
22nd more significant SNP in our study, rs2478568 (p  .0025,
FDR  .57), is also located in a member of the SLC39 family,
SLC39A12 (Table S2 in Supplement 1). Functional redundancy
among the different members has been suggested (46). Therefore,
metal brain homeostasis may be an important factor in susceptibil-
ity to different related psychiatric diseases.
Our multilocus analysis agrees with the existence of multiple loci
of susceptibility, as reported previously (3,6). We did not attempt
direct comparison with previous results because different sample
sizes may affect considerably the quality of the polygenic score.
Figure 2. Forest plot of rs13107325 at genotype and allelic levels. The size of the squares reflects relative weights of samples within each plot but are at
different scale at the different plots. An increment of .5 was added to each cell in 2  2 tables with zero frequencies in one cell to calculate approximate odds
ratios. CI, confidence interval; OR, odds ratio.
Table 4. Aggregated nsSNPs Score Analysis
Set Threshold Mean n nsSNPs (Range) pa AUCb R2 Differencec
All SNPs p  .05 508 (486–528) .0068 .545 .011
All SNPs p  .1 976 (948–998) .0002 .567 .021
GO 
 SzGene p  .05 53 (44–64) .0186 .542 .009
GO 
 SzGene p  .1 93 (80–106) .0073 .545 .011
AUC, area under the curve; GO, Gene Ontology; nsSNP, nonsynonymous single nucleotide polymorphism;
SNP, single nucleotide polymorphism.
ap value of logistic regression of disease state on score, including percentage of missing genotypes and
subset of the cross-validation as covariates.
bAUC of receiver operating characteristic curve.
cDifference in Nagelkerke’s pseudo R2 between a model including scores and covariates and the model
including only covariates.





Instead, we compared the results of the aggregated nsSNPs score
analysis using all genes versus those using a subset of functional
candidate genes, representing approximately 10% of the total. If
most nsSNPs contributing to the score were, in fact, not related to
schizophrenia, better results would be expected, limiting the anal-
ysis to functional candidate genes. Nevertheless, a more significant
and explanative result was obtained when all genes were included
in the analysis, suggesting that multiple unexpected genes may be
related to schizophrenia susceptibility.
The main limit of our work is the reduced sample size in the
discovery sample, although the sample size from cases is similar to
that leading to the identification of ZNF804A (7). We must bear in
mind that our power is increased by the use of common nsSNPs.
This led to a strong reduction of the number of tests to be corrected
for and increases the probability of analysis of functional variants
instead of marker SNPs in partial LD with them. Other limits are the
lack of a standardized assessment of the psychiatric phenotype and
the use of unscreened control subjects for the discovery sample. An
additional caveat is that several common nsSNPs were not included
in the Affymetrix GeneChip Human 20k cSNP Kit due to technolog-
ical limitation or because they were not identified at the time of
design. Finally, using a less stringent threshold for inclusion of nsSNPs
in the replication phase would increase the probability of finding
additional associations. In spite of these limitations, we have de-
tected one nsSNP in SLC39A8 associated with schizophrenia in Eu-
ropean populations. Further work must be done to investigate the
involved mechanism, with metal ions homeostasis in brain being a
plausible candidate.
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Low frequency variants may contribute to susceptibility to complex diseases. We 
genotyped 3554 missense SNPs at frequency < 5% in 476 schizophrenic patients and 
447 controls, followed by a joint analysis at single genes and candidate gene-sets, 
incorporating predictions of functional effect and frequency to increase statistical 
power. Our main results are associations found at MUTYH and AHI1, a gene previously 
associated with schizophrenia, although neither of the results resists Bonferroni 
correction. We did not found evidence of the polygenic mutation-selection balance 
model suggesting that most low-frequency missense SNPs in current SNP panels are of 
minor effect in schizophrenia risk. 
Keywords: psychosis; rare variants; nsSNPs; gene-set analysis; VT test; mutation-





Genome-wide association studies (GWAs) in schizophrenia have identified several 
common risk variants, although they explain a very small proportion of the heritability 
(Purcell et al., 2009; Stefansson et al., 2009; Steinberg et al., 2011). This may be due in 
part to the existence of rare or low frequency polymorphisms of higher risk (Manolio et 
al., 2009), in agreement with the polygenic mutation-selection balance model. This 
model may be the most appropriate to understand genetic risk to schizophrenia, due to 
the large number of genes that may be involved in schizophrenia risk and the 
reproductive disadvantage of schizophrenic patients (Keller and Miller, 2006; Purcell et 
al., 2009; Uher, 2009). The polygenic mutation-selection balance model is well 
supported from population genetics data (Barreiro et al., 2008; Gorlov et al., 2008; 
Kryukov et al., 2007). For instance, Kryokov et al (2007) showed that a substantial 
proportion of missense SNPs confers deleterious effects but these effects are weak 
enough to avoid removal by natural selection. Thus, these SNPs are segregating in 
populations at low frequencies, probably contributing to common diseases.  
The analysis of rare or low frequency variants represents a statistical challenge due to 
the reduced power of single variant analysis. To increase power, joint analysis of the 
different variants at individual genes or gene-sets has been suggested, based on 
collapsing rare variants to classify individuals as carriers versus non-carriers or, 
alternatively, scoring individuals according to their load of rare variants (Bansal et al., 
2010; Manolio et al., 2009). Adding information about the putative functionality of the 
SNPs or about their frequency to weight the scores may increase the chance to test 
causal SNPs (Madsen and Browning, 2009; Price et al., 2010). 
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With the arrival of next generation sequencing and resources such as the 1000 genomes 
project (The 1000 Genomes Project Consortium, 2010), data on rare and private 
variants will be available. In the meantime, dbSNP presents multiple SNPs at low 
frequency that may be useful to test the role of less common variants, usually excluded 
in GWAs analysis, in schizophrenia susceptibility. 
In our previous work, we presented data of common (minor allele frequency (MAF) > 
5%) missense SNPs in 476 schizophrenic patients and 447 controls using the 
Affymetrix 20k cSNPs array, specifically designed to genotyped the missense SNPs 
presented in dbSNP v124 (Carrera et al., 2011). Here, we analyzed the low frequency 
missense SNPs of this dataset and 129 additional low frequency missense SNPs of 
predicted functionality in candidate schizophrenia genes. 
 
 
2. Materials and Methods 
Four hundred seventy six patients meeting DSMIV diagnosis of schizophrenia and 447 
controls from Galicia (NW Spain) that passed quality control procedures in our previous 
analysis (Carrera et al., 2011) were included in the present study. 
Genotyping was done using the Affymetrix 20k cSNPs panel, as described previously 
(Carrera et al., 2011). In addition, 129 rare missense SNPs mainly from HapMap CEU 
data, chosen based on their putative impact on functionality according to PolyPhen 
(Ramensky et al., 2002) were genotyped by Sequenom (Supplementary Table 1). Based 
on 18 SNPs common to both platforms, the genotyping concordance rate was estimated 
as 0.994. 
Four exclusion criteria for SNPs were applied as genotyping quality control: i) 
genotyping call rate lower than 95%; ii) significant difference in call rates between 
cases and controls (P < 0.001); iii) departure from Hardy-Weinberg equilibrium in 
controls (P < 0.001); and iv) MAF > 5% in cases and controls. 
Single gene analysis was done with the help of CCRaVAT (Lawrence et al., 2010). This 
software collapses all the missense SNPs at MAF > 5% at each gene. Tests of excess of 
carriers of rare variants in cases versus controls were done by one-tailed Fisher's exact 
tests. Gene-set analysis was done with VTtest (Price et al., 2010). This program 
generates individual scores based on the number of missense SNPs per sample, 
alternatively weighted by putative functionality, as predicted by PolyPhen 2.1 
(Adzhubei et al., 2010). The final score of the test is the difference in the sum of 
individual scores in cases minus the sum of individual scores in controls. A variable 
frequency threshold is used to maximize the value of the test. Significance of the results 
was assessed by 10000 permutations. All the analyses were restricted to autosomes. 
Five different sets of genes were considered based on functional relevance 
(Supplementary Table 2): 1) genes that interact with DISC1 at the protein level, 
collected from STRING, Entrez Gene and bibliographic searches; 2) all the genes 
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present in SchizophreniaGene, a database of genetic association studies in schizophrenia 
(Allen et al., 2008); 3) genes detected in the postsynaptic density (PSD) from human 
neocortex (Bayes et al., 2010); considered of relevance in schizophrenia from the 
glutamatergic disfunction hypothesis; 4) genes from the Kyoto Encyclopaedia of Genes 
and Genomes (KEGG) Cell adhesion molecule (CAM) pathway (pathway ID: 
hsa04514), recently associated to schizophrenia susceptibility (O'Dushlaine et al., 
2010); 5) genes with a role in synaptic transmission and/or neurodevelopment according 
to Gene Ontology (Ashburner et al., 2000). These gene-sets partially overlap 
(Supplementary Figure 1). 
 
 
3. Results and Discussion 
3.1. Analysis gene by gene: CCRaVAT 
After QC procedure, the final set comprised 3554 low frenquency missense SNPs at 
2608 autosomal genes. 
The most significant association was found at MUTYH (Supplementary Table 3). There 
was just one low-frequency missense SNP at this gene, rs3219484. Fifty seven of 472 
cases (12.1%) versus 27 of 446 controls (6.1%) were carriers of the low-frequency 
variant (one-tailed Fisher's exact test P = 0.001; OR, 2.13; 95% CI, 1.30-3.58). The 
most significant association of a gene with several low-frequency missense SNPs was at 
MCF2L2. There were three low-frequency missense SNPs at this gene, rs9826325, 
rs3732602, and rs2293203. Thirty four of 463 cases (7.3%) versus 17 of 438 controls 
(3.9%) were carriers of at least one rare variant (one-tailed Fisher's exact test P = 0.017; 
OR, 1.96; 95% CI, 1.05-3.80). One of the genes with stronger evidence of association to 
schizophrenia was present among the top results, AHI1, rank order 26 (Ingason et al., 
2010). The unique low-frequency missense SNP genotyped at this gene, rs6940875, was 
absent from controls but present in 5 cases (one-tailed Fisher's exact test P = 0.036). 
Nineteen of the 49 SNPs at significant genes are predicted to be functional by PolyPhen 
2.0, including the missense SNPs at MUTYH and AHI1 (Supplementary Table 3). 
Nevertheless, none of the results were significant after Bonferroni's correction for 
multiple tests. In order to interpret these results, we have to take into account the power 
of our study. As shown in Figure 1, we have 80% power to detect association if low-
frequency variants are at frequencies of 0.005, 0.01, 0.025, or 0.05 in controls and 0.06, 
0.075, 0.105, or 0.15 in cases, respectively. Therefore, we cannot discard risk variants 
of lower effect. 
3.2. Gene set analysis: VT test 
In order to increase power, we performed further analysis at specific gene sets based on 
their putative functional relationship to schizophrenia. The use of missense SNPs has 
the advantage of unambiguous assignment of SNP to gene, as well as relatively accurate 
prediction of functionality. This allows specific analysis such as collapsing SNPs in 
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pathways or weighting SNPs based on putative functionality. In spite of this strategy, 
our main results discarded an accumulation of low frequency missense SNPs in cases in 
any of the gene sets (Table 1). 
This result do not necessarily imply the irrelevance of these gene sets or the absence of 
low frequency missense SNPs of susceptibility to schizophrenia, but the 
underrepresentation of these variants in dbSNP and current genotyping arrays. Rare 
variants were underrepresented in dbSNP, although there are new data from the 1000 
genome project since dbSNP v.132. In addition, there may be a problem of 
ascertainment bias. Most variants in dbSNP have been detected in general population, 
thus putatively lacking many variants at low frequency present mainly in patients. 
Furthermore, most samples contributing to dbSNP data are Northern Europeans, while 
our study is based on Southwestern Europeans. Under the polygenic mutation-selection 
balance model, risk variants are expected to be very young, increasing the probability to 
be population-specific (Uher, 2009). The application of next generation sequencing to 
case-control samples in combination with collapsing techniques such as those applied 
here, will allow to test the role of rarer variants in schizophrenia risk. Other reasons for 
our negative results may be the putative role of regulatory regions, gene x gene or gene 
x environment interactions (Costas et al., 2011; van Os et al., 2008). Fail to consider 
these interactions may explain the limited success in the identification of the genetic 
basis of schizophrenia. 
In conclusion, in spite of the large number of missense SNPs tested and the application 
of statistical analyses specifically design to increase power in study of rare variants, our 
genome-wide survey of low-frequency missense SNPs did not detect evidence of the 
polygenic mutation-selection balance model. This fact may be explained by 
ascertainment bias in dbSNP or by the role of regulatory low frequency SNPs, rarer 
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Table 1. Gene set analysis of low frequency variants. 
Gene set # genesa 
# low freq 
missense SNPs 
VT p valueb 
PolyPhen VT 
p valuec 
DISC1 interactome 18 32 0.87 0.95 
SchizophreniaGene 159 236 0.85 0.74 
CAM 23 35 0.44 0.49 
PSD 67 86 0.58 0.53 
GO 63 115 1 1 
aAutosomal genes with low frequency missense SNPs. 
bOne-sided p value of the VT test 
cOne-sided p value of the VT test with incorporation of PolyPhen-2 socres. For those 
missense SNPs without PolyPhen prediction, a “neutral” score of 0.5 was used, as 
suggested (Price et al., 2010).  
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Supplementary Table 1. List of missense SNPs genotyped by Sequenom. 
Supplementary Table 2. Gene sets analyzed in the present study. 
Supplementary Table 3. Significant results at single gene analysis. 




















































La identificación de factores de predisposición a padecer enfermedades 
complejas es uno de los grandes retos de la genética médica actual. En el caso de la 
esquizofrenia, y en general de las enfermedades psiquiátricas, esta búsqueda se ha 
visto dificultada por la ausencia de un sustrato biológico conocido que permita guiar 
claramente esta búsqueda.  
En un intento por aportar alguna variante de riesgo con una funcionalidad 
clara, el objetivo central de esta tesis ha sido la identificación de variantes de 
predisposición a padecer la enfermedad mediante el análisis de variantes con alta 
probabilidad a priori de ser funcionales. Atendiendo al modo en que hemos abordado 
esta búsqueda de susceptibilidad genética, el conjunto de los seis trabajos que son la 
parte sustantiva de esta memoria puede ser dividido en dos partes.  
En la primera, en la que se incluyen los cuatro primeros trabajos, buscamos 
variantes que hubiesen sido objeto de selección natural reciente, y por tanto 
funcionalmente diferentes, en genes candidatos. 
En la segunda parte, en la que se incluyen los dos últimos trabajos, exploramos 
sistemáticamente el papel de SNPs no sinónimos, polimorfismos con elevada 






Como fue comentado en la introducción, la esquizofrenia está asociada a 
elevada heredabilidad y a una desventaja reproductiva, por lo que se puede decir que 
está sometida a selección negativa. Siendo esto así, y de acuerdo a la hipótesis 
neutralista de evolución molecular, parece poco probable que puedan existir variantes 
comunes de susceptibilidad con un efecto moderado o fuerte sobre el fenotipo. Sin 
embargo se han propuesto escenarios evolutivos en los que esta situación podría darse, 
como el que propone el modelo de susceptibilidad ancestral o el de pleiotropismo 
antagónico. En ambos modelos la selección natural reciente juega un papel clave, ya 
que serían variantes sometidas a selección reciente que no han llegado a fijarse en la 
población las que intervendrían en la diferente susceptibilidad a padecer enfermedades 
complejas asociadas a una fertilidad reducida. Para tratar de averiguar si en alguna 
medida la esquizofrenia puede ser explicada con estos modelos, decidimos seguir una 
estrategia evolutiva centrada en la búsqueda de variantes sometidas a selección natural 
reciente en genes candidatos. Este tipo de variantes comunes, sometidas a selección 
natural reciente, son el sustrato perfecto para la hipótesis enfermedad común / variante 
común, ya que son variantes funcional y fenotípicamente diferentes.  
 
 
En el primero de los trabajos (estudio 1) confirmamos la existencia de un 
haplotipo común de protección frente a la enfermedad, identificado previamente por 
nuestro grupo (Dominguez et al., 2007), en un total de 794 casos y 1078 controles 
pertenecientes a tres poblaciones independientes (resultado de la prueba Mantel–
Haenszel de cuatro muestras independientes: p = 0,00227; OR = 0,79, IC 95% = 0,68 - 
0,92). A pesar de haber secuenciado los exones y regiones conservadas del gen en 10 
individuos homocigotos para el haplotipo protector no hemos podido identificar 
ninguna variante funcional asociada a este haplotipo. Detectamos, además, mediante la 
aplicación de la prueba LRH (Sabeti et al., 2002), señales de selección natural reciente 
sobre DRD3 en poblaciones no africanas. Es probable que la diana de este evento de 
selección sea el SNP no sinónimo Ser9Gly (rs6280). El haplotipo protector está en 
desequilibrio de ligamiento con este SNP (D’=1), por lo que es posible que el 
haplotipo protector haya alcanzado tanta frecuencia por arrastre, debido a la acción de 
la selección natural reciente sobre rs6280. 
Un trabajo posterior intentó reproducir en población japonesa la asociación que 
nosotros identificamos con este haplotipo de protección (Nunokawa et al., 2009). Para 
ello genotiparon los mismos SNPs marcadores en una primera muestra de 595 
pacientes y 598 controles y en una segunda muestra independiente de 2126 pacientes y 
2228 controles. En la primera muestra la frecuencia del haplotipo protector era menor 
en casos que en controles (27% vs. 29%), aunque la diferencia no era significativa (p = 
0,261; OR = 0,91, IC 95% = 0,76 – 1,08), y en la segunda población no se observó 
diferencia (28% vs. 28%; p = 0,793; OR = 1,00, IC 95% = 0,91 – 1,10). En el análisis 
combinado de todas las muestras, incluyendo las europeas, tampoco se observó 
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diferencia de frecuencia (OR = 0,93, IC 95% = 0,87 – 1,00). Por tanto, este estudio no 
confirmó que en la población japonesa analizada el haplotipo fuese de protección. Sin 
embargo, tal y como indican los autores en la discusión del artículo, este hecho no 
descarta que en población europea sí sea de protección, pues ésta puede depender de 
interacciones epistáticas o de interacciones con factores ambientales ausentes en 
población asiática. 
Desde los inicios de la investigación en esquizofrenia DRD3 parecía un gen 
candidato funcional prometedor, ya que es una importante diana para muchos 
antipsicóticos (Sokoloff et al., 1990) y se localiza en la región 3q13.3, región para la 
que se ha descrito alguna señal de ligamiento a esquizofrenia (Kaneko et al., 2007). 
Sin embargo, a pesar de haberse estudiado en multitud de poblaciones y haberse hecho 
meta–análisis, hasta la fecha no se ha logrado identificar ninguna variante funcional 
asociada a la enfermedad de manera consistente. Lo que sí se ha descrito son 
alteraciones de los niveles de expresión de este gen en pacientes esquizofrénicos. Por 
ejemplo, recientemente Zhang y colaboradores (Zhang et al., 2011a) analizaron este 
gen en población China Han y observaron menor expresión del gen en pacientes libres 
de tratamiento que en controles. Otros estudios han identificado diferencias en la 
expresión del gen, aunque no todos en la misma dirección (Gurevich et al., 1997; Ilani 
et al., 2001; Meador-Woodruff et al., 1997; Schmauss et al., 1993). Estas 
observaciones son consistentes con la alteración de la ruta metabólica de la dopamina 
en la enfermedad, como postula la hipótesis dopaminérgica (Pani, 2002). Esta 
alteración puede estar causada por modificaciones en el propio gen o en otros genes 
que participen en la ruta. Estudios funcionales de expresión en los que se evalúe el 
efecto del haplotipo de protección que hemos identificado podrían aportar algún 
resultado interesante.  
Con respecto a la señal de selección en el entorno del polimorfismo rs6280 que  
identificamos en población europea, el trabajo de Zhang y colaboradores (Zhang et al., 
2011a) antes citado investiga si esta señal existe también en población asiática. Para 
ello, y al igual que en nuestro trabajo, aplicaron la prueba LRH sobre datos de muestra 
asiática de HapMap. Este análisis no identificó evidencias claras de barridos selectivos 
incompletos. Sin embargo, al comparar la frecuencia del alelo derivado del 
polimorfismo entre poblaciones africana, asiática y europea (tabla II del artículo 
(Zhang et al., 2011a) , vieron que la frecuencia del alelo en población europea es 
significativamente mayor que en población africana (P < 0,001), que ocurre lo mismo 
entre la población asiática y africana (P < 0,001), pero no entre población asiática y 
europea (P = 0,188). Esto sugiere que la ausencia de señal según la prueba LRH puede 
deberse a que la selección sea más antigua en población asiática que en europea, de 
modo que procesos de recombinación han acortado el tamaño del haplotipo lo 
suficiente como para que no destaque al compararlo con otros haplotipos de frecuencia 
similar, o que este proceso de acortamiento del haplotipo haya sido más rápido en 
población asiática. Por otra parte, hay que tener en cuenta que la ausencia de señal 
significativa de selección no es una prueba decisiva de la ausencia de eventos 
selectivos, ya que, como comentaremos más adelante, las pruebas de este tipo 
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presentan una serie de limitaciones y no están exentas de falsos negativos (Kelley et 
al., 2006; Sabeti et al., 2006; Voight et al., 2006). Entre otros motivos, al desconocer 
qué porcentaje del genoma está sometido a selección natural, nuestra capacidad para 
determinar un umbral preciso que acote variantes con mayor probabilidad de haber 
sufrido selección es limitada. 
 
 
En el segundo trabajo (estudio 2) decidimos probar si el modelo de 
susceptibilidad ancestral (Di Rienzo, 2006; Di Rienzo y Hudson, 2005) podría explicar 
parte de la susceptibilidad a padecer esquizofrenia. El modelo propone que alelos que 
en condiciones ancestrales resultaban ventajosos o neutros, en la actualidad podrían 
ser deletéreos debido a una mala adaptación a condiciones nuevas. Para ello el gen 
MAOB, gen para el que se han detectado fuertes señales de selección (The 
Intertational HapMap Consortium, 2005), es decir, que alberga variantes 
funcionalmente diferentes, y que por su función podría estar implicado en la etiología 
de la enfermedad, al participar en la desaminación oxidativa de aminas biogénicas, 
incluyendo la dopamina, y aminas xenobióticas, presentes en diferentes alimentos 
(Strolin Benedetti et al., 2007).  
Los resultados de este trabajo confirman la existencia de un haplotipo en el gen 
MAOB –marcado por el alelo derivado del polimorfismo rs5905512– sometido a 
selección natural reciente, y sugieren que los haplotipos ancestrales de esta región –
marcados por el alelo ancestral de rs5905512– incrementan el riesgo (en hombres) a 
sufrir la enfermedad (p = 0,024; OR=1,41, IC 95% 1,01–1,90), tal y como predice el 
modelo de susceptibilidad ancestral.  
Este mismo polimorfismo ha sido estudiado por otro grupo de investigación en 
una población independiente catalana (Mas et al., 2009). En este trabajo la frecuencia 
del alelo ancestral en hombres era claramente superior en casos que en controles, a 
pesar de que la diferencia no llegaba a ser significativa. De todos modos, tal y como 
los autores apuntan en su artículo, la muestra empleada no alcanza una potencia 
suficiente para identificar asociación con una variante de riesgo en torno a 1,41, que es 
el riesgo atribuido según nuestra muestra al alelo ancestral de rs5905512. Es por ello 
que nos pareció de interés hacer un análisis conjunto para confirmar o descartar la 
asociación que identificamos en una muestra más grande y aportar así mayor robustez 
al estudio. 
Como se muestra en la tabla 3, al hacer el meta–análisis el valor p de la prueba 
de asociación obtenido en hombres es menor que en nuestro estudio (p = 0,014 frente a 
p = 0,024; OR=1,37, IC 95% 1,07 – 1,76), por lo que hay razones para pensar que 
puede tratarse, efectivamente, de una asociación verdadera (resultados no publicados). 
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Tabla 3. Resultados del meta-análisis para el polimorfismo rs5905512 
  Casos (%) Controles (%)   
valor p1 OR (IC 95%)1 
  G A G A   
Hombres       
Santiago 99 (60,7) 64 (39,3) 87 (50,3) 86 (49,7) 
Valencia 92 (51,1) 88 (48,9) 79 (44,4) 99 (55,6) 
Barcelona 89 (51,7) 83 (48,3) 62 (45,6) 74 (54,4) 0,014 1,37 (1,07 - 1,76) 
Mujeres        
Santiago 106 (57,0) 80 (43,0) 134 (50,8) 130 (49,2) 
Valencia 84 (45,2) 102 (54,8) 114 (50,0) 114 (50,0) 
Barcelona 169 (54,2) 143 (45,8) 231 (51,6) 217 (48,4) 0,504 1,07 (0,88 - 1,30) 
                
1 Prueba Mantel-Haenszel, considerando 3 poblaciones 
 
 
En el tercer trabajo presentado (estudio 3) intentamos probar el modelo de 
pleiotropismo antagónico en esquizofrenia. Este modelo propone que variantes 
genéticas que incrementan el riesgo a sufrir una enfermedad asociada a fertilidad 
reducida podrían alcanzar elevada frecuencia en la población si éstas implican también 
la aparición de un fenotipo con éxito reproductivo. 
Decidimos, por tanto, estudiar genes con variantes que se hubiesen relacionado 
previamente con la enfermedad y con rasgos susceptibles de ser objeto de selección 
natural reciente. Tras hacer una revisión bibliográfica escogimos los siguientes genes: 
DAOA, para el que se ha descrito la existencia de un haplotipo a ~80 kb en dirección 
3´-5´ de la región codificante asociado a una mejor fluidez semántica y a esquizofrenia 
(Opgen-Rhein et al., 2008); PP1R1B, para el que se ha sugerido la existencia de un 
haplotipo común asociado a una mayor eficacia en el procesamiento estriatal y otros 
rasgos cognitivos en personas sanas, además de susceptibilidad a padecer 
esquizofrenia (Meyer-Lindenberg et al., 2007); y APOL1, en el que se han encontrado 
señales de selección natural reciente (Costas et al., 2005; Frazer et al., 2007), que está 
implicado en procesos de protección frente a patógenos (Perez-Morga et al., 2005; 
Vanhamme et al., 2003) y con cierta evidencia, aunque no bien establecida, de que 
podría ser un gen de susceptibilidad a padecer esquizofrenia (McGhee et al., 2005; 
Mimmack et al., 2002; Takahashi et al., 2008).  
Con respecto a la búsqueda de señales de selección mediante la aplicación de la 
prueba LRH, en el caso de DAOA y PPP1R1B no encontramos indicios de desviación 
de la neutralidad en la secuencia de estos genes o en su entorno. En APOL1 
identificamos evidencia clara de selección en población africana pero menos evidente 
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en población europea. De todos modos, a pesar de que la situación de pleiotropismo 
antagónico no se mantiene indefinidamente en el tiempo, resolviéndose con la fijación 
en la población de uno de los dos alelos, es posible que determinados haplotipos hayan 
permanecido en la población el tiempo suficiente como para que procesos de 
recombinación hayan difuminando la señal de barrido selectivo en poblaciones 
europeas.  
Para el estudio de asociación, la  muestra disponible consistió en 301 pacientes 
esquizofrénicos y 604 controles del área de Santiago de Compostela. Las variantes que 
analizamos fueron, en el caso de  DAOA y PPP1R1B, variantes marcadoras de los 
haplotipos previamente asociados a la enfermedad y a rasgos cognitivos; en cuanto a 
APOL1, incluimos el SNP marcador del haplotipo seleccionado en población africana, 
así como tagSNPs para analizar toda la variabilidad común del gen. 
En nuestra muestra, los resultados de este estudio parecen descartar la relación 
de APOL1 con la enfermedad. 
En el caso de DAOA y PPP1R1B no conseguimos confirmar en nuestra 
muestra las asociaciones descritas previamente. De todos modos, no podemos 
descartar que existan otras variantes en estos genes de susceptibilidad en nuestra 
muestra, ya que nuestro estudio se centró en el análisis de los haplotipos asociados 
previamente a diferentes rasgos cognitivos y a esquizofrenia, al ser los que encajaban 
con el modelo de pleiotropismo antagónico, y no analizamos toda su variabilidad 
común. Por ejemplo, las principales asociaciones positivas descritas con DAOA son 
con dos polimorfismos en dirección 5´-3´ del gen, rs778293 y rs3916971, (Corvin et 
al., 2007; Chumakov et al., 2002; Korostishevsky et al., 2004; Ma et al., 2009; Ohi et 
al., 2009; Shin et al., 2007; Wang et al., 2004), polimorfismos que no incluimos en 
nuestro estudio ya que el haplotipo que nosotros encontramos de interés analizar está 
localizado a 80kb, dirección 3´-5´. 
Hay que considerar, además, que los cálculos de potencia se hicieron 
asumiendo un riesgo para las variantes comunes de al menos 1,5 y, actualmente, según 
los estudios de genoma completo, parece poco probable que existan variantes comunes 
de riesgo mayor de 1,3 en esquizofrenia. Por tanto, es posible que nuestra muestra no 
alcanzase la potencia necesaria para identificar asociación con las variantes analizadas. 
Resulta interesante destacar que los resultados de un estudio reciente 
(Genovese et al., 2010) sugieren que variantes del gen APOL1 protagonizan, en 
población africana, una situación de pleiotropismo antagónico como la que nosotros 
pretendíamos identificar: la incidencia en América de determinadas enfermedades del 
renales (glomeruloesclerosis focal y segmentaria e hipertensión atribuida a enfermedad 
del riñón) es sustancialmente mayor en población americana de ascendencia africana 
(AA) que en población americana con ancestralidad europea. Tratando de encontrar 
una explicación a esta diferencia, un estudio reciente descubrió que en individuos AA, 
estas enfermedades están asociadas a dos variantes independientes del gen APOL1, 
factor sérico con capacidad para lisar el Tripanosoma (OR = 7,3 y 10,5), y vieron que 
de todas las variantes de APOL1, sólo las que incrementan el riesgo a padecer estas 
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enfermedades en individuos AA tienen capacidad para lisar el Tripanosoma brucei 
rhodesiense, presente únicamente en el continente africano. Curiosamente estas 
variantes de riesgo son comunes en África pero no están presentes en Europa, según 
datos de HapMap, y además se localizan en haplotipos en los que se han identificado 
señales de selección natural reciente en África, pero no en Europa. Así pues, estas 
observaciones parecen indicar que la elevada frecuencia en poblaciones africanas y en 
AA de estas variantes podría ser el resultado de la acción de la selección natural 
reciente sobre las variantes que lisan el Tripanosoma, que en población africana 
suponen una ventaja, aunque tienen el efecto pleiotrópico de incrementar el riesgo de 
padecer enfermedades del riñón (también presentes en estas poblaciones). En 
individuos AA estas variantes no suponen una ventaja, ya que no existe Tripanosoma 
en Norte América, y sólo resultan perjudiciales para las enfermedades renales, por lo 
que sería una situación de susceptibilidad ancestral.  
 
 
En el último trabajo de esta línea de investigación (estudio 4) analizamos de 
forma más general el papel de la selección natural reciente en el espectro alélico de la 
enfermedad, considerando inicialmente una lista extensa de genes candidatos. En 
líneas generales, tras hacer una revisión bibliográfica (Arion et al., 2007; Camargo et 
al., 2007; Gratacos et al., 2009; Jungerius et al., 2008; Moises et al., 2002) y consultar 
diferentes bases de datos -Schizophrenia Gene,(Allen et al., 2008) Gene Ontology 
(Ashburner et al., 2000), Panther (Thomas et al., 2003) y Synapse DB (Zhang et al., 
2007b)-, seleccionamos un total de 1749 genes. La selección se hizo atendiendo a los 
siguientes criterios: genes presentes en la base de datos Schizophrenia Gene y genes 
implicados en funciones potencialmente relevantes para la enfermedad, como la 
transmisión o plasticidad sináptica, desarrollo del sistema nervioso central, expresión 
diferencial en esquizofrenia o interacción con DISC1. En la primera fase del estudio 
buscamos barridos selectivos incompletos en la región de estos genes en población 
europea mediante la aplicación de la prueba LRH (Sabeti et al., 2002) a los datos 
genotípicos de la población CEU de HapMap. Un total de 163 genes de esta lista 
mostraban posibles señales de selección (valor p de la prueba de selección < 0,05 al 
menos a dos de las cuatro distancias medidas; tabla suplementaria 1 incluida en el 
disco compacto adjunto). A continuación, asumiendo que la lista inicial de genes está 
muy enriquecida en genes involucrados en la etiología de la enfermedad, y teniendo 
presente el tamaño de nuestra muestra y la necesidad de corregir los resultados del 
posterior estudio de asociación por el número de pruebas realizadas, decidimos centrar 
la atención en los genes con las señales más extremas de selección y evitar así un 
número demasiado grande de pruebas, que restaría potencia al estudio. Así pues, 
establecimos una serie de filtros para destacar las señales más evidentes de selección. 
De los 163 genes candidatos, 12 superaron estos filtros. 
En la segunda fase del estudio analizamos la relación de estos haplotipos, que 
probablemente albergan variantes funcionalmente diferentes, con el fenotipo 
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esquizofrénico. Para ello seleccionamos SNPs marcadores de cada uno de ellos, los 
genotipamos en una muestra de 391 pacientes y 659 controles e hicimos un estudio de 
asociación caso–control. Los resultados del estudio sugieren que el haplotipo de 
PTPN13, que incluye varios SNPs no sinónimos (figura 1 del estudio 4), confiere 
protección frente a la enfermedad (valor p de la prueba de asociación de tendencia = 
0,002; tras corrección por Bonferroni = 0,024). La proteína codificada por este gen 
pertenece a la familia de las tirosina–fosfatasas. A partir de las proteínas con las que 
interacciona se deduce que participa, entre otros procesos, en el desarrollo y 
funcionamiento del sistema nervioso central, procesos relevantes en la etiología de la 
esquizofrenia. La proteína tiene estructura modular, típica de proteínas centrales de 
ensamblaje de complejos proteicos (scaffolding protein), con varios dominios 
funcionales consecutivos (figura 2 del estudio 4). Dado que el haplotipo identificado 
abarca varios de estos dominios, podría ser que la combinación concreta de variantes 
presentes en el haplotipo seleccionado modifique de alguna manera la formación de 
complejos proteicos, y que esta modificación resulte ventajosa y reduzca el riesgo de 
padecer la enfermedad. Hasta la fecha no se han hecho muchas investigaciones en 
torno a este gen en relación a esquizofrenia u otras enfermedades psiquiátricas. Sólo 
existe cierta evidencia de que podría estar sobrerrepresentado en la corteza prefrontal 
de individuos esquizofrénicos (Arion et al., 2007), por lo que, tal y como indicamos en 
la discusión del artículo, este resultado está pendiente de un segundo estudio que 
confirme o descarte la relación de PTPN13 con la enfermedad.  
Para los otros 11 haplotipos analizados en el estudio caso–control no 
detectamos asociación en nuestra muestra tras corrección por pruebas múltiples. 
En los escenarios evolutivos que proponen los modelos considerados en este 
trabajo, susceptibilidad ancestral y pleiotropismo antagónico, los mismos loci sobre 
los que la selección ha actuado son los que intervienen en la diferente susceptibilidad a 
padecer la enfermedad, como vimos que ocurría en MAOB y PTPN13. Sin embargo, 
otro escenario posible en el que la frecuencia de alelos de susceptibilidad se vería 
también modificada por eventos de selección, aunque de modo indirecto, sería aquel 
en el que la diana de la selección natural fuese una variante en desequilibrio de 
ligamiento con algún alelo de susceptibilidad, como sugerimos en el estudio 1 que 
podría ocurrirle al haplotipo de protección de DRD3. Dado que nuestro estudio se 
centró en el análisis de los haplotipos sometidos a selección positiva y no analizamos 
toda la variabilidad de cada uno, es posible que esto ocurra en alguno de los 11 genes. 
Por ejemplo, para IL3, se han descrito asociaciones positivas entre la 
enfermedad y otros polimorfismos del gen en población europea y asiática (Chen et 
al., 2007; Luo et al., 2008). Según datos de HapMap, los polimorfismos asociados no 
están en desequilibrio de ligamiento con el haplotipo seleccionado; sin embargo, dado 
que un mismo gen de susceptibilidad puede presentar distintos alelos de 
predisposición, es posible que existan otros que sí estén en desequilibrio. En el caso de 
SNCG, estudios previos sí analizaron el mismo polimorfismo que nosotros (marcador 
único del haplotipo sometido a selección natural reciente) en muestras de pacientes 
esquizofrénicos y con trastorno bipolar, pero al igual que nosotros, no encontraron 
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indicios de asociación con la enfermedad (Fallin et al., 2005). Otro de los 12 genes, 
GRIK2, se estudió previamente, no los polimorfismos incluidos en nuestro estudio, y 
tampoco se encontró asociación (Bah et al., 2004; Shibata et al., 2002). 
Como se ha comentado, además de estos 12 genes, otros 151 presentaban 
señales positivas de selección según la prueba LRH (tabla suplementaria 1), y aunque 
no satisfacían los criterios estrictos que establecimos, son lo bastante fuertes como 
para considerar a estos genes buenos candidatos de haber sido objeto de selección 
natural reciente. Es muy probable, pues, que hayan participado en diferentes procesos 
de adaptación y que alberguen variantes funcionales con algún efecto fenotípico, por 
lo que su estudio puede resultar interesante.  
Entre estos genes se encuentran PDE4B, GABRB2 (en el que ya se había 
detectado selección en un trabajo anterior (Lo et al., 2007)), NRG1, PLXNA2 o 
GRIN2B, para los que numerosos estudios han descrito asociación con la enfermedad, 
y en los que según los meta-análisis realizados en Schizophrenia Gene, existen 
polimorfismos asociados de manera significativa a la enfermedad. También están el 
gen TXNRD2, localizado en la región de la microdeleción 22q11.21 y con evidencia de 
estar asociado a esquizofrenia según el mega meta–análisis del Psychiatric Genome-
Wide Association Study Consortium (tabla S10 en (Ripke et al., 2011), o CACNA1C y 
ODZ4, para los que este mismo estudio y el trabajo paralelo en trastorno bipolar han 
identificado asociaciones muy consistentes con estas enfermedades psiquiátricas 
(CACNA1C a trastorno bipolar y esquizofrenia, ODZ4 a trastorno bipolar). Es 
interesante destacar que en el trabajo de Barreiro y colaboradores (Barreiro et al., 
2008) también detectan señales de selección en ODZ4. En este trabajo analizaron el 
genoma completo humano para localizar señales de selección natural. Para ello 
emplearon el estadístico Fst, que cuantifica la diferenciación entre dos poblaciones y 
permite identificar procesos de selección natural distintivos, específicos de 
poblaciones, que reflejarían adaptación a diferentes condiciones ambientales. Según 
este estudio, 2 SNPs localizados en ODZ4 presentan valores extremos de Fst, lo que 
incrementa la veracidad del evento selectivo que nosotros identificamos. 
Estas observaciones sugieren que podría ser interesante profundizar en la 
relación entre estos 151 genes y las enfermedades psiquiátricas desde una perspectiva 
evolutiva. 
En la bibliografía existen numerosos artículos que describen señales de 
selección en genes relacionados con la esquizofrenia. Por ejemplo, en la región MHC 
(asociada a esquizofrenia), en la que procesos de selección balanceadora, relacionados 
probablemente con la resistencia a diferentes patógenos, mantienen en la población 
múltiples haplotipos comunes desde hace millones de años (Hughes y Nei, 1988; 
Traherne, 2008). Otro ejemplo es el gen MDGA1, en el que el análisis ya citado de 
Barreiro y colaboradores (Barreiro et al., 2008) encuentra señales de selección; este 
gen estaba incluido en nuestra lista inicial de 1749 genes, y se ha asociado a 
esquizofrenia y trastorno bipolar en muestras europeas y asiáticas de más de 700 casos 
y 1.000 controles (Kahler et al., 2008; Li et al., 2011), con tres SNPs asociados de 
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manera significa a esquizofrenia según los meta-análisis realizados en Schizophrenia 
Gene. 
Además de esto, nos parece interesante destacar aquí que en nuestro estudio de 
SNPs no sinónimos, los resultados más destacados implican a dos genes para los que 
también existe evidencia de haber sido objeto de selección natural reciente: SLC39A8 
y AHI1.  
Con respecto a SLC39A8, en un estudio reciente en el que analizaron la 
estructura poblacional de Islandia (Price et al., 2009) identificaron ocho polimorfismos 
cuya frecuencia en población islandesa era significativamente diferente de la 
frecuencia en población escocesa (p < 10–8) y sugieren que esta diferencia, al menos 
para alguno de ellos, podría ser debida a la acción de la selección natural regional. 
Además de estos ocho polimorfismos, los autores sugieren un polimorfismo adicional, 
el SNP rs13107325 de SLC39A8, asociado a esquizofrenia en nuestro estudio de SNPs 
no sinónimos comunes, como candidato de haber sufrido selección natural, a pesar de 
que la diferencia de frecuencia no llega a ser significativa (valor p = 2x10–7; p = 0,06 
tras corrección por 284.191 pruebas). Según datos actualizados de HapMap, el 
rs13107325 es un SNP cuyo alelo derivado está presente en población europea a una 
frecuencia en torno al 10% y está presente, aunque es casi inexistente, en poblaciones 
africanas y asiáticas. En nuestro trabajo de SNPs no sinónimos comunes analizamos 
esta variante en una serie de poblaciones europeas. La frecuencia de este alelo se sitúa 
entre 4,4 y 9,9% en todas las muestras salvo en países nórdicos, en los que es 
considerablemente inferior, por debajo de 1,6%. Estos datos muestran que la 
frecuencia del polimorfismo es claramente superior en población europea que en 
africana o asiática y, dentro de Europa, bastante inferior en población islandesa o 
finlandesa.  
Esta diferencia de frecuencia podría ser, tal y como sugieren Price y 
colaboradores, el resultado de la acción de la selección natural reciente a nivel 
regional. Ésta habría incrementado la frecuencia del alelo menor/derivado en 
determinadas poblaciones europeas. Otra explicación podría ser la siguiente. Dado que 
en poblaciones de tamaño efectivo pequeño, como son las poblaciones islandesa o 
finlandesa, la selección natural no es demasiado eficaz y la evolución es sobre todo por 
deriva genética, aunque el evento selectivo actuase en todas las poblaciones europeas, 
aquellas se verían afectadas en menor medida por él. 
Sea como sea, si es cierto que la selección es la responsable de la diferencia de 
frecuencia observada, sería un claro ejemplo de antagonismo pleiotrópico ya que, 
según el resultado de nuestro estudio, el alelo derivado del SNP no sinónimo 
incrementa el riesgo a padecer esquizofrenia en población europea.  
En cuanto a AHI1, gen necesario para el desarrollo cerebelar y cortical (Ferland 
et al., 2004) y asociado firmemente a esquizofrenia (se han descrito asociaciones con 
varios SNPs y haplotipos; menor valor p = 10-10; Ingason et al., 2010), hay múltiples 
evidencias que indican que ha sido objeto de selección natural reciente (Barreiro et al., 
2008; Ferland et al., 2004; Torri et al., 2010; Yu et al., 2009). Ferland y colaboradores 
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fueron los primeros en detectar selección sobre este gen (Ferland et al., 2004) al 
comprobar que la tasa de sustituciones no sinónimas por sitio no sinónimo frente a 
sinónimas por sitio sinónimo (KA/KS) para AHI1 era de 1,26 en humanos, y 
significativamente superior a la de otros primates analizados, lo que indica una 
evolución acelerada específica del linaje humano. En el estudio de Barreiro y 
colaboradores, 12 SNPs no sinónimos de este gen presentan valores de Fst extremos 
(Barreiro et al., 2008). Los trabajos de Yu y colaboradores y Torri y colaboradores 
aportan aún más evidencia de selección (Torri et al., 2010; Yu et al., 2009). 
De modo que todas estas observaciones parecen confirmar la hipótesis con la 
que hemos enfocado nuestros cuatro primeros trabajos: eventos de selección natural 
reciente han participado en la evolución de variantes de susceptibilidad a padecer 
esquizofrenia.  
La estrategia empleada en ellos para localizar regiones sometidas a selección 
natural reciente ha sido la prueba LRH (Sabeti et al., 2002), que como se ha 
comentado, permite identificar barridos selectivos incompletos (Sabeti et al., 2006). 
Existen otros métodos diseñados para la detección de estos barridos, por ejemplo el 
Integrated Haplotype Store test (iHS), en el que se mide el valor de desequilibrio de 
ligamiento de SNPs individuales, en lugar de haplotipos (Voight et al., 2006). Dado 
que el efecto de un SNP puede verse incrementado en determinado contexto genético 
(Camps et al., 2007), para nosotros la prueba LRH tiene la ventaja de que, al analizar 
haplotipos, permite identificar posibles combinaciones de variantes que puedan 
resultar o resultaron ventajosas (selección basada en haplotipos), no sólo SNPs 
individuales. De hecho, resultados experimentales sugieren que la existencia de mayor 
desequilibrio de ligamiento y conservación de bloques haplotípicos  en regiones 
génicas frente a intergénicas es debida a la acción de la selección purificadora, que 
eliminaría combinaciones de SNPs deletéreas (Guryev et al., 2006).  
Debemos tener presente que las pruebas que pretenden identificar regiones 
sometidas a selección natural reciente no están exentas de errores, por lo que una 
proporción de las señales identificadas pueden corresponder a falsos positivos y 
muchas de las regiones descartadas pueden, en realidad, haber sufrido selección 
natural y ser falsos negativos (Kelley et al., 2006; Sabeti et al., 2006; Voight et al., 
2006). Por ejemplo, la acción de la selección sobre el locus “Duffy” está bien 
establecida (Hamblin et al., 2002), pero la mayor parte de los test de selección no 
identifican ninguna señal significativa en la región (Sabeti et al., 2006). Por otra parte, 
señales que antes de la aparición de este tipo de pruebas empíricas (es decir, pruebas 
basadas en datos genómicos y no en simulaciones de la historia evolutiva de 
poblaciones humanas) se consideraron indicadoras de selección, ahora se ve que no 
destacan entre la diversidad del genoma, como es el caso de CCR5-Δ32 (Sabeti et al., 
2005). De todos modos, dado que desconocemos qué porcentaje de nuestro genoma 
está o ha estado sometido a selección natural, nuestra capacidad para establecer un 
umbral adecuado con el que determinar la probabilidad de que una de estas señales 
refleje un evento selectivo real es limitada. Por tanto, la observación de una de estas 
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señales por sí misma no es suficiente para confirmar un evento selectivo y es necesario 
aportar alguna prueba adicional que respalde la funcionalidad de la variante. La 
asociación de una región con señal de selección a un fenotipo concreto sería una 
prueba importante de funcionalidad de la variante (Sabeti et al., 2006).  
Hay más limitaciones que pueden haber afectado a los resultados de estos 
cuatro trabajos. Dado que se desconoce el sustrato biológico de la enfermedad, la 
capacidad para seleccionar buenos genes candidatos funcionales es limitada. Además, 
dada la evidencia del carácter altamente poligénico del trastorno, probablemente genes 
con contribución causal importante para su desarrollo no hayan sido incluidos en 
ninguno de estos cuatro trabajos. 
Asimismo, el tamaño de la muestra empleada puede no haber sido suficiente 
para identificar asociaciones débiles. 
A pesar de estas limitaciones, el empleo de esta estrategia ha permitido 
establecer evidencia de asociación entre la enfermedad y dos haplotipos sometidos a 
selección natural reciente en los genes MAOB y PTPN13, y un haplotipo protector en 
DRD3 que probablemente se haya visto afectado por la acción de la selección sobre 
una variante en desequilibrio de ligamiento. Esto, unido a las ya comentadas 
aportaciones que relacionan genes asociados a la enfermedad con eventos selectivos, 
como son los casos de SLC39A8, AHI1, ODZ4, o la región MHC, valida nuestra 
estrategia de trabajo.  
Por tanto, creemos que el empleo de esta estrategia evolutiva de manera 
sistemática –esto es, la consideración de cualquier gen en el estudio, la combinación 
de diferentes pruebas de selección, la reducción del umbral de las pruebas de selección 
para considerar regiones en el posterior estudio de asociación, el análisis de variantes 
en el entorno de las señales de asociación identificadas y el empleo de muestras de 
tamaño suficiente para poder analizar un número elevado de loci– podría dar lugar a la 
identificación de nuevas variantes funcionales comunes de susceptibilidad en genes 
importantes para la etiología de la enfermedad.  
 
 
Siguiendo con nuestro objetivo central de analizar variantes con elevada 
probabilidad de ser funcionales, en la segunda etapa de esta tesis decidimos explorar 
sistemáticamente el papel de SNPs no sinónimos en la etiología de la enfermedad. Este 
tipo de polimorfismos están localizados en exones e implican un cambio de 
aminoácido en las proteínas, por lo que presentan elevada probabilidad a priori de ser 
funcionales y de estar implicados en la aparición de enfermedades (Hindorff et al., 
2009). Restringir las variantes analizadas a esta clase de polimorfismos podría 
enriquecerlo en variantes funcionales.  
Para ello empleamos el panel de Affymetrix 20K (Affymetrix GeneChip 
Human 20k cSNP kit), que incluye alrededor de 14.000 SNPs no sinónimos 
distribuidos a lo largo del genoma. Entre ellos se incluyen casi todos los SNPs no 
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sinónimos validados en la versión 124 de dbSNP que se pudieron genotipar con éxito 
con esta tecnología.  
En una primera fase de análisis centramos nuestra atención en variantes 
comunes (frecuencia mayor del 5% en nuestra muestra) mediante una prueba de 
asociación χ2 y un análisis de agregación basado en perfiles de riesgo para la eventual 
identificación del componente poligénico en nuestra muestra. Posteriormente 
analizamos las variantes menos frecuentes que resultaron de la genotipación del panel 
20K, así como de SNPs no sinónimos adicionales en genes candidatos, mediante 
métodos diseñados específicamente para el análisis de variantes raras (frecuencia 
menor del 5% en casos o controles en nuestra muestra). 
 
 
Análisis de SNPs no sinónimos comunes 
 
En los últimos años la búsqueda de variantes comunes de susceptibilidad se ha 
visto revolucionada con la aparición de los paneles de genotipado de genoma completo 
(Hindorff et al., 2009). Estos paneles permiten analizar simultáneamente millones de 
polimorfismos distribuidos a lo largo de todo el genoma de manera que se obtiene 
información de la mayor parte de la variabilidad genética común. Esto hace que el 
estudio no dependa de una hipótesis previa acerca de la etiología de la enfermedad, 
más allá de la heredabilidad de la misma; son los propios resultados del estudio los 
generadores de nuevas hipótesis. Como se ha descrito en la introducción de esta tesis, 
la aplicación de esta estrategia al estudio genético de la esquizofrenia ha permitido 
identificar variantes comunes de manera consistente y ha revelado, además, la 
existencia del componente poligénico.  
A pesar de este importante avance, dado que la estrategia se basa en el mapeo 
por desequilibrio de ligamiento y a que muchas de las señales de asociación se 
localizan en regiones no codificantes de funcionalidad todavía desconocida, en 
ocasiones resulta complicado establecer de manera clara las variantes causales 
responsables de todas las señales de asociación (Cirulli y Goldstein, 2010).  
El análisis de los resultados de los estudios del genoma completo en 
enfermedades complejas revela que los SNPs no sinónimos son la clase funcional con 
mayor probabilidad de estar asociada con la enfermedad (OR = 3,9; 95% IC, 2,2 – 7,0; 
p = 3,5 x 10–7(Hindorff et al., 2009).  
Tomando esto en consideración y dada la cantidad de variantes comunes que 
podrían estar implicadas en la etiología de la enfermedad y que cada estudio tiene 
potencia para identificar un número limitado de variantes de riesgo, restringir el 
estudio a SNPs no sinónimos podría ayudar a focalizar la atención en variantes 
funcionales en genes concretos, cuya interpretación funcional y biolológica podría ser 
más inmediata, además de ser económicamente más viable. Es por ello que nos pareció 
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interesante emplear un panel de genotipado que incluyese exclusivamente SNPs no 
sinónimos, en concreto el panel de Affymetrix 20K. Dado que el número de SNPs 
incluidos es muy inferior al de otros paneles empleados para hacer estudios del 
genoma completo, su uso nos permitiría analizar variantes codificantes distribuidas a 
lo largo de todo el genoma y reducir de manera significativa el número de 
polimorfismos analizados con menos probabilidad a priori de participar en la etiología 
de la enfermedad, aumentando así la potencia del estudio. 
La estrategia seguida consistió en el análisis de SNPs no sinónimos de manera 
individual en una muestra inicial gallega seguido de un análisis de los polimorfismos 
con resultado más interesante en muestras adicionales independientes. Además, 
realizamos un análisis de todos los SNPs no sinónimos como grupo (multilocus) para 
hacer “perfiles de riesgo” e investigar el componente poligénico en nuestra muestra. 
 
Análisis individual  
El análisis individual de SNPs no sinónimos comunes dio lugar a la 
identificación de una variante en el transportador de iones metálicos SLC39A8 
asociada de manera consistente a un incremento en el riesgo a padecer esquizofrenia 
en población europea. En la primera etapa del análisis estadístico, evaluamos 5.100 
SNPs no sinónimos en una muestra de 476 pacientes esquizofrénicos y 447 controles 
gallegos (SNPs y muestras que superaron los filtros de calidad) mediante una prueba 
de asociación de tendencia (Cochran–Armitage). No encontramos evidencias de 
estratificación (λ sin corregir = 1,0348; λ corregido por los cuatro componentes 
principales de ancestralidad = 1,0343; figura 1 del artículo). A continuación 
seleccionamos los polimorfismos con mayor evidencia de estar asociados a la 
enfermedad –18 polimorfismos– y los analizamos en 4.069 casos y 15.128 controles 
adicionales procedentes de una serie de muestras independientes de origen europeo. 
Muchas de estas muestras se emplearon en estudios previos de genoma completo en 
esquizofrenia, incluyendo los publicados en el 2009 ((ISC, 2009; Shi et al., 2009; 
Stefansson et al., 2009) y el último mega meta–análisis llevado a cabo por el 
Psychiatric GWAs Consortium (Ripke et al., 2011). El meta–análisis de todas las 
muestras (4.545 casos y 15.575 controles) dio lugar a la identificación de un 
polimorfismo fuertemente asociado a la enfermedad, el SNP rs13107325 en el gen 
SLC39A8 (p = 2,7 x 10–6). El índice de heterogeneidad calculado para este 
polimorfismo fue de I2=16,7%, lo que indica baja heterogeneidad entre las muestras de 
las distintas poblaciones analizadas (Higgins y Thompson, 2002). La señal de 
asociación para este SNP en la población inicial gallega era de p = 3,2 x10–4, por lo 
que se incrementó en dos órdenes de magnitud con el meta–análisis. El valor de la 
asociación final tras corrección por Bonferroni es de p = 0,0048, corrección 
conservativa ya que, como indicamos en el estudio 5, muchos de los polimorfismos 
analizados están en desequilibrio de ligamiento. A pesar de que para los estudios 
convencionales de genoma completo – en los que se interrogan cientos de miles de 
variantes – se haya establecido un valor de significación menor de 5x10–08 para 
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declarar significativa una asociación, en nuestro estudio este umbral sería excesivo y 
carente de sentido, ya que únicamente analizamos 5100 variantes.  
Como hemos comentado en esta discusión, existen indicios de que el SNP 
rs13107325 ha sufrido selección natural en población europea (Price et al., 2009). Esta 
observación y la asociación encontrada en nuestro estudio, sugieren que se trata de una 
variante funcional y podría ser interesante hacer estudios funcionales con ella.  
Tal y como indicamos en la discusión del estudio 5, otros genes de la misma 
familia –SLC39– se asociaron con otros trastornos psiquiátricos, lo que podría 
significar que exista alguna relación entre las vías metabólicas en las que participa esta 
familia de genes y estos trastornos. Estos genes son transportadores de iones metálicos 
que actúan, entre otros lugares, en la placenta y la barrera hemato–encefálica, por lo 
que es posible que la alteración de la homeostasia de los metales en el cerebro, durante 
el desarrollo embrionario y/o durante la vida de un individuo incremente el riesgo a 
desarrollar trastornos psiquiátricos, abriendo una nueva línea de investigación.  
 
Componente poligénico 
Tal y como se describe en la introducción de esta tesis, una parte del riesgo a 
padecer la enfermedad viene dado por la acumulación en un mismo individuo de 
múltiples de variantes comunes de riesgo muy bajo, lo que se denomina el componente 
poligénico (ISC, 2009; Ripke et al., 2011). Es decir, que polimorfismos que 
individualmente no predisponen de manera clara a padecer la enfermedad, sí 
contribuyen de manera colectiva a incrementar el riesgo de una persona a padecerla.  
El empleo de paneles de genotipado con cientos de SNPs permite identificarl 
(ISC, 2009; Ripke et al., 2011): en una primera muestra de casos y controles (“training 
set”) se hace una prueba de asociación y se ordenan los polimorfismos de menor a 
mayor valor p; se establece entonces un umbral de significación (uno o varios, por 
ejemplo p < 0,5, <0,1, etc.), y todas las variantes que hayan obtenido un valor p 
inferior al umbral fijado se emplean para evaluar el “riesgo genético” en individuos de 
una segunda muestra independiente (“testing set”). El riesgo genético –o perfil de 
riesgo– de cada individuo se mide cuantificando el número de alelos de riesgo 
(ponderados o no) presentes en cada uno; finalmente se evalúa si los individuos del 
grupo de casos acumulan mayor riesgo que los controles, es decir, si son portadores de 
un número significativamente mayor de alelos de riesgo. El riesgo que aporta cada 
variante puede ponderarse, por ejemplo, por su OR estimado en el “training set”. Una 
forma de evaluar la eficacia de estos “perfiles de riesgo” en cuanto a su capacidad para 
identificar casos o controles es cuantificar la proporción de varianza explicada; esto se 
puede hacer mediante un análisis de regresión logística del estatus caso–control y los 
perfiles de riesgo estimados. 
Empleando este tipo de estrategia basada en perfiles de riesgo, el Consorcio 
Internacional de Esquizofrenia (ISC) aportó en el año 2009 la primera evidencia 
experimental de la existencia de este sustrato poligénico al observar que SNPs con un 
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efecto muy bajo (diferentes umbrales: p < 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5) identificados en una 
primera muestra de pacientes esquizofrénicos estaban significativamente 
sobrerrepresentados en otras 3 muestras independientes de pacientes esquizofrénicos y 
en dos muestras independientes de individuos con trastorno bipolar, no encontrándose, 
sin embargo, sobrerrepresentación de estos alelos en enfermedades no psiquiátricas 
(diabetes tipo 1, hipertensión, enfermedad de Crohn, artritis reumatoide y enfermedad 
coronaria arterial) (ISC, 2009). Este resultado es, además, una prueba adicional de la 
vulnerabilidad genética compartida entre diferentes entidades diagnósticas 
psiquiátricas. El porcentaje máximo de varianza explicada que se alcanzó en este 
estudio fue de 3,2% (muestra: MGS–EA; umbral significación: p < 0,5). Este 
porcentaje se supone que es mayor (es decir, que las variantes de riesgo explicarían un 
porcentaje mayor de la varianza), ya que la mayor parte de los SNPs no son las 
variantes causales, sino variantes en desequilibrio de ligamiento. 
Inicialmente algunos autores se mostraron escépticos y plantearon la 
posibilidad de que esta observación fuese en realidad un artefacto producto de la 
existencia de estratificación críptica en la muestra (McClellan y King, 2010). Para 
tratar de aclarar la situación, Ruderfer y colaboradores (Ruderfer et al., 2011) 
emplearon una estrategia basada en familias –estrategia que no se ve influida por la 
presencia de estratificación– para determinar si los alelos de riesgo identificados en la 
muestra inicial del trabajo del ISC estaban sobre–transmitidos de padres a hijos 
esquizofrénicos en una muestra independiente. Así pues emplearon la muestra inicial 
del ISC como “training set” (2.794 casos y 2.976 controles) y 694 tríos independientes 
de Bulgaria como “testing set”. Los resultados de este análisis mostraron que la tasa de 
transmisión de los alelos de riesgo era mayor que la tasa de no transmisión (valor 
mínimo de la prueba de asociación de transmisión: p = 1,03x10–12; umbral de 
significación: p<0,5; varianza explicada: > 4,5%), con lo que se demostró que el 
componente poligénico no es un artefacto debido a estratificación poblacional.  
El Psychiatric Genome-Wide Association Study Consortium reevaluó la 
existencia de este componente añadiendo muestras nuevas a las ya analizadas en el 
trabajo del ISC y confirmaron la observación inicial (Ripke et al., 2011). La varianza 
explicada alcanzó en este caso el 5,8% (umbral de significación: p < 0,3, 0,4 y 0,5; 
(Ripke et al., 2011).  
Por otra parte, en un trabajo más modesto en cuanto al tamaño de muestra, 
Ikeda y colaboradores (Ikeda et al., 2011) confirmaron la presencia de este 
componente en población japonesa, y evidenciaron que muchas de las variantes que 
constituyen este componente son las mismas en diferentes continentes al ver que, 
empleando una muestra de población europea como ”traning set” y una muestra de 
población japonesa como “testing set” (y viceversa), el grupo de pacientes presentaba 
perfiles de riesgo significativamente mayores que el de controles.  
Para investigar la presencia de este componente poligénico en nuestra muestra 
de pacientes gallegos en base al panel de genotipado que empleamos, decidimos 
aplicar una estrategia basada en validaciones cruzadas. Para ello dividimos la muestra 
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en diez partes y empleamos secuencialmente 9/10 como “training set” y 1/10 como 
“testing set” (figura 2). 
Este análisis se hizo considerando el grupo de SNPs no sinónimos autosómicos 
incluidos en el panel, así como un subgrupo del mismo restringido a los polimorfismos 
localizados en genes candidatos funcionales, a saber, todos los genes presentes en la 
base de datos Schizophrenia Gene y genes de la base de datos Gene Ontology bajo las 
categorías “transmisión sináptica” y / o “neurodesarrollo”.  
La estrategia seguida permitió confirmar la presencia del componente 
poligénico en nuestra muestra: para umbrales de significación de p < 0,05 y p < 0,1, el 
valor de la prueba para la acumulación de variantes fue de p = 0,0068 y p = 0,0002, 
respectivamente. En cuanto a la proporción de varianza explicada, el máximo valor 
alcanzado fue de 2,1% (umbral de significación: p < 0,1).  
 
 
Figura 2. Estrategia basada en validaciones cruzadas para la identificación del 
componente poligénico en nuestra muestra. TrS = Training Set; TsS = Testing Set 
SNP_ID p alelo OR
SNP1 5e-5 A 1,9
SNP2 9e-5 A 0,6
SNP3 3E-4 T 1,7
... … … …
SNP219 0,049 C 1,2
SNP220 0,055 C 1,05
… … … …
TrS (9/10)i
(i=1,…,10)
Prueba de asociación en la TrS (9/10)i (i=1,…,10)
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La restricción del análisis a polimorfismos en genes candidatos funcionales no 
mejoró el resultado, lo que sugiere que un número importante de genes de 
susceptibilidad son insospechados y por el momento desconocidos.  
 
En resumen, nuestro estudio de SNPs no sinónimos comunes a lo largo del 
genoma ha permitido confirmar la presencia del componente poligénico en las 
muestras de pacientes esquizofrénicos gallegos (aun empleando un número mucho 
menor de SNPs que el empleado habitualmente en estudios de genoma completo, 
5.100 frente a varios cientos de miles) y la identificación de un SNP fuertemente 
asociado a la enfermedad en población europea en un nuevo gen de susceptibilidad, 
SLC39A8, lanzando una nueva hipótesis sobre posibles mecanismos que podrían 
relacionarse con la aparición de la enfermedad, en concreto, la alteración de la 
homeostasia de iones metálicos durante el desarrollo embrionario o durante el 
funcionamiento del cerebro.  
 
En esquizofrenia, los estudios de genoma completo en muestras de tamaño 
suficiente y la combinación de diferentes muestras para hacer meta–análisis potentes 
han permitido identificar más de 10 loci de susceptibilidad con significación 
genómica, muchos de ellos de vulnerabilidad también a padecer trastorno bipolar 
(tabla 1, página 27). Sin embargo, teniendo en cuenta el sustrato altamente poligénico 
de la enfermedad y que cada estudio tiene potencia para identificar un número limitado 
de variantes de susceptibilidad, es probable que existan muchas más y que una 
proporción de las variantes ya analizadas sean realmente variantes implicadas en la 
etiología de la enfermedad, aunque no hayan superado el estricto umbral de asociación 
establecido. Cálculos teóricos estiman que el incremento en cuatro veces del tamaño 
actual de las muestras empleadas permitiría identificar entre 30 y 60 nuevos loci de 
susceptibilidad a padecer esquizofrenia y trastorno bipolar (Sullivan, 2011). Por este 
motivo, para seguir avanzando en la identificación de nuevas variantes comunes de 
susceptibilidad, en este momento es importante la recolección de nuevos pacientes 
sobre los que hacer estudios de genoma completo (nuestro trabajo es una prueba de 
esto). Por otra parte, los estudios de genoma completo son una herramienta eficaz para 
la detección de CNVs, por lo que permiten identificar este tipo de variantes raras en 
casos concretos. 
Además, dado que los genes identificados en estos estudios participan 
claramente en la etiología del trastorno, es posible que existan otras variantes en su 
secuencia, independientes de las ya identificadas, cuyo efecto incremente también el 
riesgo a padecerlo. Estas nuevas variantes podrían ser comunes o raras, en cuyo caso 
el efecto podría ser mayor, por lo que el estudio de estas regiones mediante 
resecuenciación en muestras de tamaño suficiente podría dar lugar a su identificación 
(Rivas et al., 2011). 
A medida que se vaya incrementando el número de loci de susceptibilidad 
asociados de manera consistente a la enfermedad y se vayan localizando las variantes 
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causales responsables de las asociaciones, paralelo a un avance en la anotación de 
regiones funcionales (Lindblad-Toh et al., 2011), se podrá avanzar hacia un mejor 
conocimiento de la enfermedad, con la localización de vías metabólicas o procesos 
biológicos relacionados con su aparición. Para todo esto es fundamental la 
colaboración internacional entre todos los grupos de investigación y la continuidad de 
este tipo de estrategia, como se ha hecho hasta el momento, unida a un riguroso 
control de la calidad de los resultados (estratificación, porcentaje de genotipado en 




Análisis de SNPs no sinónimos poco frecuentes 
 
A pesar de que los esfuerzos por modelar el riesgo de las enfermedades 
complejas se han centrado principalmente en el análisis de variantes comunes, en base 
a la hipótesis enfermedad común / variante común, cada vez hay más evidencias de 
que variantes menos frecuentes (< 5%) de efecto mayor podrían ser importantes en la 
etiología de estas enfermedades (Gorlov et al., 2010; Keller y Miller, 2006; Pritchard, 
2001).  
Además de mutaciones raras que individualmente incrementen el riesgo a 
padecer estas enfermedades, recientemente se ha sugerido que la acumulación de 
mutaciones de baja frecuencia moderadamente deletéreas en genomas individuales 
podría tener un efecto global dañino (Kryukov et al., 2007), en base a un modelo 
poligénico de mutación–selección. Datos experimentales parecen dar sustento a esta 
propuesta: se ha descrito que el grupo de SNPs de frecuencia menor al 6% está 
enriquecido en variantes funcionales (Wong et al., 2003). Li y colaboradores (Li et al., 
2010) secuenciaron la regiones exónicas de 200 individuos procedentes de Dinamarca 
y vieron un exceso de mutaciones no sinónimas sobre sinónimas de 1,8 veces en el 
rango de variantes a baja frecuencia (entre 2 y 5%) y que en general las sustituciones 
en regiones muy conservadas tienen una menor frecuencia que mutaciones en regiones 
no conservadas, lo que indica la acción de la selección purificadora y sugiere que una 
proporción importante de variantes no sinónimas sean muy probablemente deletéreas. 
Este trabajo indica que la mayor parte de la variación que afecta a enfermedades con 
bajo éxito reproductivo corresponde a variantes de baja frecuencia. Por otra parte, se 
ha estimado que la mayor parte de las mutaciones que surgen en regiones codificantes 
y que dan lugar a un cambio no sinónimo son sólo moderadamente deletéreas 
(Kryukov et al., 2007), es decir, que no son lo suficientemente dañinas como para ser 
eliminadas completamente por selección purificadora y puedan llegar a alcanzar cierta 
frecuencia, llegando a ser variantes de baja frecuencia en la población y contribuir a la 
aparición de enfermedades complejas (Gorlov et al., 2008). 
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En el caso de la esquizofrenia, esta hipótesis es plausible: el sustrato altamente 
poligénico es compatible con un modelo poligénico de selección-mutación; por otra 
parte, es una enfermedad que aparece temprano en la edad reproductiva y está 
asociada a una tasa de reproducción reducida y a un incremento en la mortalidad 
(Laursen y Munk-Olsen, 2010), por lo que parece lógico que, en general, variantes con 
un efecto algo mayor sobre el fenotipo se vean afectadas por la presión negativa que 
existe sobre el fenotipo esquizofrénico y estén limitadas a una frecuencia baja en la 
población, o que sean incluso eliminadas si el efecto es muy grande (Cirulli y 
Goldstein, 2010; Gorlov et al., 2010). Hasta el momento esta hipótesis de acumulación 
de variantes raras de susceptibilidad no se ha evaluado de manera sistemática, ya que 
los estudios de genoma completo en general suelen excluir todas las variantes de 
frecuencia baja (<5%) y los estudios de secuenciación hasta el momento se han 
restringido al análisis de uno o unos pocos genes en cada estudio. Por estas razones 
nos pareció que podría ser interesante analizar los SNPs no sinónimos de baja 
frecuencia que resultaron de la genotipación del panel de Affymetrix en nuestra 
muestra. Incluimos, además, 129 SNPs no sinónimos de baja frecuencia, localizados 
en genes candidatos funcionales y con elevada probabilidad de ser funcionales según 
PolyPhen (tabla suplementaria 1 del estudio 6).  
La estrategia de análisis que seguimos fue la evaluación del riesgo asociado a 
la acumulación de alelos raros de SNPs no sinónimos en genes individuales y en 
diferentes grupos de genes –genes candidatos funcionales en general y genes 
implicados en una misma vía funcional o interactoma concreto (tabla suplementaria 2 
y figura suplementaria 1 del estudio 6).  
Para el análisis de genes individuales empleamos el programa CCRaVAT 
(Lawrence et al., 2010), que permite identificar genes concretos con una proporción 
significativamente mayor de alelos raros en el grupo de casos o de controles 
(frecuencia del alelo menor < 5%). La prueba estadística empleada para el exceso de 
variantes raras en casos fue una prueba de Fisher de una cola.  
Para el análisis de grupos de genes empleamos el programa VTtest (Price et al., 
2010). Este programa realiza varios análisis para la evaluación de la acumulación de 
alelos raros en casos frente a controles, atendiendo tanto a umbrales de frecuencia 
como al peso atribuido a cada alelo raro. En particular, empleamos la posibilidad que 
proporciona el programa de utilizar un umbral de frecuencia variable, que pretende 
determinar un umbral desconocido por debajo del cual la probabilidad de que las 
variantes sean de susceptibilidad se incrementa significativamente en comparación con 
las variantes que superan ese umbral. Asimismo, ponderamos alternativamente el 
efecto de cada alelo por funcionalidad, en base a las predicciones de PolyPhen 
(Adzhubei et al., 2010). Para cada persona analizada el programa genera una 
puntuación basada en el número de alelos raros que alberga. El resultado final de la 
prueba es la diferencia entre la suma de las puntaciones de cada persona del grupo de 
casos y la suma de puntuaciones de los individuos del grupo de controles. El nivel de 
significación de la prueba se calculó mediante 10.000 permutaciones.  
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En relación al análisis de genes individuales, encontramos una acumulación de 
variantes de baja frecuencia significativamente mayor en casos que en controles en 
ninguno de los genes analizados tras corrección por pruebas múltiples. A pesar de 
esto, nos parece particularmente interesante el resultado obtenido para uno de ellos, el 
gen AHI1. De las variantes analizadas en este trabajo, sólo una se localiza en este gen, 
el SNP rs6940875; el alelo menor de esta variante está presente en cinco de los 
pacientes analizados y en ningún control; como dijimos, el resultado de la prueba de 
asociación no resiste la corrección por pruebas múltiples (prueba de Fisher de una cola 
sin corregir: p = 0,036); sin embargo, dado que nuestra muestra no tenía potencia 
suficiente para analizar variantes individuales muy raras, el análisis no permite ni 
aceptar ni rechazar la asociación, y existen una serie de evidencias que sugieren que la 
variante podría ser relevante para la enfermedad. Como se ha comentado 
anteriormente, este gen está asociado de manera consistente a esquizofrenia (Ingason 
et al., 2010; Rivero et al., 2010) y a autismo (Alvarez Retuerto et al., 2008). Se han 
descrito además mutaciones en el gen que dan lugar al síndrome de Joubert (Valente et 
al., 2006), un trastorno raro, de herencia recesiva, caracterizado por malformaciones 
congénitas en el cerebro, en el que el 25% de los pacientes muestran rasgos del 
trastorno autista (Ozonoff et al., 1999). Por otra parte, predicciones bioinformáticas 
para esta variante indican que es muy probable que el cambio sea funcional 
(“probablemente deletéreo” según PolyPhen http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/; 
(Adzhubei et al., 2010), y “deletéreo” según SIFT -http://sift.jcvi.org/ (Kumar et al., 
2009));. El alelo menor de este SNP es muy raro en europeos y no está presente en 
ninguna de las poblaciones de HapMap europeas o asiáticas, pero en poblaciones 
africanas es más común, llegando a alcanzar una frecuencia cercana al 10%. 
Curiosamente, al consultar la ancestralidad de los cinco pacientes portadores de la 
variante rara -ancestralidad inferida con el programa STRUCTURE (v2.3.1, (Pritchard 
et al., 2000); http://pritch.bsd.uchicago.edu/structure.html) a partir del análisis de 130 
SNPs marcadores de ancestralidad presentes en el panel de Affymetrix 20k y 
genotipados en las poblaciones de HapMap- observamos que uno de ellos tiene una 
probabilidad de tener ancestralidad africana del 1,5%, probabilidad ligeramente 
superior a la del resto de las muestras analizadas; para las otras cuatro muestras la 
probabilidad de ancestralidad africana se sitúa entre el 0,2 y 0,7%, similar al del resto 
de las muestras y similar a su probabilidad de tener ancestralidad asiática. Como en el 
caso comentado del SNP de SLC39A8, es posible que la diferencia de frecuencia del 
alelo menor de esta variante sea el resultado de la acción de la selección natural, en 
cuyo caso su funcionalidad sería clara. 
Así pues, teniendo en cuenta la implicación confirmada de este gen en la 
etiología de diferentes enfermedades mentales y la elevada probabilidad de que el SNP 
analizado, rs6940875, sea una variante funcional, es posible que este SNP tenga 
alguna repercusión en el riesgo a padecer esquizofrenia; su estudio en muestras más 
grandes, o en población africana, permitirá confirmar o descartar su implicación.  
Con respecto al análisis de SNPs no sinónimos en grupos de genes, no 
encontramos acumulación significativa de variantes en casos para ninguno de los 
140 
grupos analizados. Tal y como comentamos en la discusión del estudio 6, creemos que 
el estudio pudo verse afectado por algún tipo de sesgo. Por ejemplo, sesgo relacionado 
con las variantes incluidas en el panel de genotipado: estas variantes proceden de la 
versión 124 de la base de datos dbSNP, del año 2005; en aquel momento, la mayor 
parte de las variantes catalogadas fueron identificadas en personas de población 
general, por lo que es muy posible que el conjunto de variantes incluidas en el panel 
20K esté enriquecido en variantes neutras, y exista una baja representación de 
variantes de riesgo de baja frecuencia, presentes sobre todo en pacientes.  
Por otra parte, no podemos descartar que el resultado se deba a un fallo de la 
propia estrategia, ya que a pesar de que el estudio de la acumulación de variantes raras 
se sustenta en evidencias experimentales (Li et al., 2010) y tiene mayor potencia que el 
análisis individual de este tipo de variantes, también presenta una serie de limitaciones 
(Basu y Pan, 2011; Li y Leal, 2008; Morris y Zeggini, 2009). Por ejemplo, si la 
mayoría de las variantes raras analizadas no tienen relación con la enfermedad, al 
combinarlas con variantes causales se introduce “ruido” y se reduce la potencia del 
estudio. En este sentido, a pesar de haber restringido el análisis a variantes localizadas 
en genes candidatos funcionales, es posible que no hayamos conseguido un 
enriquecimiento en variantes causales.  
Además, podría ser que entre las posibles variantes relacionadas con la 
diferente susceptibilidad a padecer esquizofrenia, algunas de ellas predispongan y 
otras que protejan (una variante ventajosa o de protección frente a un fenotipo 
concreto podría mantenerse a baja frecuencia en la población si además ejerce un 
efecto pleiotrópico antagónico fuerte sobre otro rasgo fenotípico, de modo que la 
selección purificadora impida que prospere en la población). Así pues, si existiesen 
variantes raras de protección en nuestra muestra, al analizarlas en conjunto con 
variantes de riesgo las señales de asociación podrían disminuir o neutralizarse. 
A pesar de que nuestro estudio no aporta nuevas evidencias, cada vez van 
apareciendo más pruebas que apoyan la implicación de variantes poco frecuentes en la 
etiología de la esquizofrenia, como la traslocación de DISC1, deleciones en 22q11 –el 
mayor factor de riesgo genético descrito hasta la fecha–, y otras CNVs raras y largas 
(> 100 Kb) que se presentan con mayor frecuencia en casos frente a controles (Gejman 
et al., 2011). Aunque el riesgo asociado a estas variantes es mayor que el de las 
variantes comunes, éstas explican un porcentaje muy pequeño de la heredabilidad total 
estimada debido a su baja frecuencia (< 0,2% las CNVs Visscher et al., 2011). 
Además, el número de variantes descritas es bajo por el momento, debido 
probablemente a un número insuficiente de muestras analizadas, así como a una 
estrategia poco eficaz para su identificación. Por ejemplo, hasta hace poco la búsqueda 
de variantes de riesgo poco frecuentes que sólo se pueden localizar mediante 
secuenciación, como deleciones o duplicaciones de unos pocos nucleótidos o 
mutaciones puntuales, se restringía a la secuenciación de genes candidatos en un 
número pequeño de individuos; teniendo en cuenta el sustrato poligénico de la 
enfermedad, la probabilidad de que las personas analizadas en cada estudio tengan 
mutaciones precisamente en el gen o genes analizados es mínima, por lo que la 
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estrategia resulta poco eficaz. Esto hace que por el momento no se sepa hasta qué 
punto contribuyen este tipo de variantes a la etiología de la enfermedad. 
Esta situación está cambiando gracias a la aparición y a los avances de la 
resecuenciación a gran escala o ultra–secuenciación (Cirulli y Goldstein, 2010).  
Hasta el momento se han publicado dos trabajos de ultra–secuenciación de 
exoma completo en esquizofrenia. Ambos estudios se diseñaron en base a la misma 
hipótesis, que mutaciones exónicas de novo juegan un papel destacado en la etiología 
de la enfermedad. Para contrastar esta hipótesis, Girard y colaboradores (Girard et al., 
2011) analizaron el exoma de 14 tríos (formados por un paciente esquizofrénico 
esporádico y sus padres sanos); identificaron 15 mutaciones de novo en 8 casos y 
sugirieron que  los casos esporádicos de esquizofrenia tienen una mayor probabilidad 
de albergar alguna mutación de novo codificante y deletérea que los controles. En el 
segundo trabajo, Xu y colaboradores analizan una muestra mayor, 53 tríos de casos y 
22 tríos no afectos. Detectaron 40 mutaciones de novo en 27 pacientes y 7 en 7 
controles. La diferencia no es significativa; sin embargo, vieron que, en los casos 
analizados, la tasa de mutaciones de novo no sinónimas frente a sinónimas (NS:S) era 
de 16:1, superior a lo esperado por azar (NS:S de 2,85:1) y que esta misma tasa para 
variantes heredadas nuevas (no descritas) era significativamente menor (NS:S de 
1,61:1; p = 0.0002). Los resultados de este mismo análisis en el grupo de controles no 
se desviaron de lo esperado por azar, con una tasa NS:S para variantes de novo de 
1,33:1, similar a la tasa NS:S para variantes heredadas (1,69:1; p = 0.81). Así pues, los 
autores sostienen que las variantes identificadas tienen alta probabilidad de 
relacionarse con la esquizofrenia por lo que los resultados obtenidos confirman su 
hipótesis inicial y concluyen que más de la mitad de los casos esporádicos de 
esquizofrenia podrían ser el resultado de la aparición de mutaciones puntuales de novo 
de efecto mayor (Xu et al., 2011).  
Sin embargo, tal y como muchos investigadores han comentado, hay que ser 
cautos con los resultados obtenidos, ya que el tamaño de las muestras empleadas es 
por el momento muy pequeño, y si algo se ha demostrado en el estudio de 
enfermedades complejas es que es necesario un tamaño muestral elevado para poder 
obtener conclusiones de carácter general (comentarios de Daniel Weinberger, Patrick 
Sullivan y Jin Szatkiewicz sobre el trabajo: Girard SL et al. Increased exonic de novo 
mutation rate in individuals with schizophrenia. Nat Genet. 2011 Sep, disponibles en: 
http://www.schizophreniaforum.org/pap/annotation.asp?powID=151310#{9491DFBF-
FE0C-4A8C-BC15-492BBE55F74E}, y comentario realizado por Patrick Sullivan y 
Jin Szatkiewicz sobre el tabajo: Xu B et al. Exome sequencing supports a de novo 
mutational paradigm for schizophrenia. Nat Genet . 2011, disponible en: 
http://www.schizophreniaforum.org/pap/annotation.asp?powID=152096#). 
Por otra parte, los autores de ambos trabajos asumen una relación de causalidad 
entre las variantes identificadas y la enfermedad y, dado que están en heterocigosis, 
asumen además un modelo dominante de herencia para todas ellas. Aunque esto pueda 
ser cierto, el hecho de encontrar una variante de novo en un paciente, aunque se trate 
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de una mutación no sinónima con alta probabilidad de ser funcional, no indica 
necesariamente que se relacione con la patología, por lo que sin otro tipo de pruebas 
funcionales adicionales no se puede confirmar que esto sea así.  
Por estos motivos, todavía es pronto para poder establecer la contribución de 
este tipo de variantes a la arquitectura alélica de la enfermedad. Estos dos trabajos han 
identificado una serie de variantes exónicas de novo en pacientes esporádicos 
esquizofrénicos, y es posible que muchas de ellas sean relevantes para la enfermedad. 
A medida que se vayan publicando más trabajos de secuenciación y se vayan 
acumulando datos de miles de pacientes y controles se podrán confirmar o descartar 
estas observaciones y se podrá determinar la contribución relativa de variantes de baja 
frecuencia a la etiología del trastorno de manera más firme.  
En cuanto a las perspectivas futuras de la investigación genética en 
esquizofrenia, dado el carácter poligénico del trastorno, parece que las estrategias con 
mayor probabilidad de éxito serán aquellas que analicen sistemáticamente variantes a 
lo largo del genoma de cada individuo, con el objetivo de definir su perfil genético de 
riesgo. Será interesante también profundizar en el estudio de loci ya identificados 
mediante investigaciones complementarias, como análisis de expresión, cultivos 
celulares, estudios de neuroimagen funcional y estructural, modelos animales o 
estudios de interacción gen–gen, gen-ambiente y epigenéticos. En concreto, entender 
el modo en que los diferentes factores genéticos y ambientales interaccionan entre sí 




































1. La estrategia evolutiva diseñada para la búsqueda de variantes 
comunes de susceptibilidad ha permitido la identificación de 3 genes asociados 
a esquizofrenia; en concreto, hemos identificado 3 haplotipos sometidos a 
selección natural reciente en los genes DRD3, MAOB y PTPN13, y hemos 
comprobado mediante estudios de asociación que los haplotipos ancestrales 
incrementan el riesgo a padecer esquizofrenia. Estos resultados encajan en las 
predicciones del modelo de susceptibilidad ancestral propuesto para explicar la 
existencia de variantes comunes de susceptibilidad a padecer enfermedades 
complejas.  
 
2. Con respecto a los genes DAOA, PPP1R1B o APOL1, no encontramos 
señales de selección natural reciente en población europea. Tampoco 
encontramos evidencia de asociación de las variantes analizadas con 
esquizofrenia, por lo que concluimos que las variantes analizadas no encajan 
en el modelo de pleiotropismo antagónico. 
 
3. La búsqueda de señales de selección natural reciente en 1749 genes 
candidatos muestra que 163 genes contienen señales bastante evidentes de 
selección, por lo que es muy probable que alberguen variantes funcional y 
fenotípicamente diferentes; entre ellos se encuentran genes previamente 
asociados a esquizofrenia y a otros trastornos psiquiátricos. El estudio de estas 
variantes sometidas a selección natural podría dar lugar a la identificación de 
variantes funcionales de predisposición a padecer esquizofrenia.  
 
4. A pesar de que las asociaciones identificadas necesitan ser 
reproducidas en muestras de mayor tamaño, los resultados obtenidos y también 
la revisión bibliográfica realizada validan nuestra estrategia evolutiva de 
búsqueda de variantes comunes de susceptibilidad y permiten concluir que la 
selección natural reciente ha modulado el espectro alélico de genes de 




5. El análisis de SNPs no sinónimos distribuidos a lo largo del genoma 
en una muestra de tamaño suficiente permite identificar variantes comunes de 
susceptibilidad de manera consistente y generar nuevas hipótesis acerca de la 
etiología del trastorno. Así, nuestro estudio de SNPs no sinónimos comunes a 
lo largo del genoma ha dado lugar a la identificación  de una variante en el 
transportador de iones metálicos SLC39A8 asociada de manera consistente a un 
incremento en el riesgo a padecer esquizofrenia en población europea; otros 
genes de la misma familia se asociaron con otros trastornos psiquiátricos, por 
lo que es posible que la alteración de la homeostasia de los metales durante el 
desarrollo embrionario y / o en el cerebro durante la vida de un individuo 
incremente el riesgo a desarrollar este tipo de trastornos, abriendo una nueva 
línea de investigación.  
 
6. El análisis multilocus confirmó la existencia del componente 
poligénico en nuestra muestra de casos, es decir, que una parte del riesgo a 
padecer esquizofrenia está determinado por el efecto global de variantes 
individualmente poco significativas. 
 
7. Dada la participación confirmada del gen AHI1 en la etiología de la 
esquizofrenia y otras enfermedades psiquiátricas y la elevada probabilidad de 
que el SNP no sinónimo rs6940875, localizado en este gen y analizado en 
nuestro trabajo, sea una variante funcional y haya sido objeto de selección 
natural reciente, el resultado de nuestro estudio sugiere que esta variante podría 
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